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ACIDE NUCLEIQUE COMPRENANT LA SEQUENCE DUN PROMOTEUR INDUCTIBLE PAR UN STRESS ET UNE 
SEQUENCE DUN GENE CODANT POUR UNE STILBENE SYNTHASE 



5 La pr€sente invention concerne des plantes 

presentant des resistances am61ior6es a certains agents 
pathogenes sensibles aux stilbdnes, et concerne plus 
particulierement un ensemble de constructions associant un 
promoteur v6g6tal inductible par un stress biotique, 
10 engendre notamment par lesdits pathogenes, a un ou des 
genets) codant pour une stilbene synthase. 

Une grande partie de la recolte mondiale de 
plantes cultivees est constamment detruite par les 
parasites et les pathogenes, Parmi les possibilites 
15 permettant de diminuer ou d'empecher l'attaque des plantes 
cultiv6es par ces parasites, la lutte chimique (traitements 
phytosanitaires) est la mSthode la plus utilisSe. 
Neanmoins, 1 1 application de produits chimiques n'est pas 
sans consequence pour 1 1 environnement et pose parfois des 
20 problemes technologiques comme par exemple 1' apparition de 
nouvelles souches pathogenes r^sistantes ou, dans le 
domaine de l'oenologie, les difficultes qui peuvent 
survenir au cours des fermentations ( 1 • utilisation 
d' inhibiteurs de la biosynthese des sterols peut bloquer la 
25 croissance des levures en fin de fermentation) ou la 
presence de produits chimiques retrouves parfois dans les 
vins comme la procymidone, produit anti-Botrytis . 

Pour pallier les inconv6nients lies a la lutte 
chimique, la m6thode de lutte consistant a am61iorer la 
30 resistance des plantes cultivees aux maladies provoquees 
par ces pathogenes a 6t<§ envisagee . II est possible par 
exemple, dans une premiere approche, d'obtenir cette 
amelioration par voie sexuee, par la genetique classique, 
en hybridant les plantes dont on veut ameliorer la 
35 resistance avec des varices tolerantes. Neanmoins, cette 
approche n'est pas toujours realisable (variete naturelle 
tolerante non connue) . ou n'est pas autorisee par la 
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legislation comme par exemple en viticulture de par la 
legislation frangaise sur les Appellations d'Origine 
Control^e (A.O.C.) qui limite les c£pages a utiliser pour 
une appellation donn£e . 
5 Dans une deuxidme approche, il est possible, en 

utilisant les techniques modernes de la biologie cellulaire 
et mol6culaire, d'int£grer dans le genome de la plante un 
ou plusieurs gdnes homologues ou h£terologues permettant la 
surexpression ou 1' expression d'une molecule d'interet de 
10 nature prot£ique afin d ' augmenter la production d'un 
metabolite ou d'une voie m£tabolique ou d'ouvrir une 
nouvelle voie de biosynthese ou de synth£tiser une nouvelle 
molecule permettant par exemple d'accroitre l'ouverture 
d'une nouvelle voie de biosynthese , permettant par exemple 
15 d'accroitre la resistance de la plante en renforgant ses 
m£canismes de defense vis-a-vis des pathogenes en cause. 

Chez les v£g£taux, ces mecanismes de defense sont 
de plusieurs ordres. Les uns peuvent etre consid£r£s comme 
passifs et sont li£s aux caract6ristiques physico-chimiques 
20 des cellules, des tissus 6pidermiques et/ou des organes de 
la plante. Les autres appart iennent a la dynamique des 
interactions gene a gene (genes de resistance du vegetal et 
d'avirulence du pathogene, mecanismes des interactions 
hote-pathogene) . Ces interactions peuvent conduire au 
25 developpement de la reaction d 1 hypersensibilite (mort 
tapide des cellules du v6g£tal autour du point d' infection 
pour bloquer la colonisation de la plante par le micro- 
organisme) mais aussi a la synthese et a 1 1 accumulation de 
toute une s£rie de composes. Parmi ceux-ci, certains 
30 peuvent etre des constituants pari£taux, impliqu£s dans la 
formation d'une barriere « physique » autour du point 
d' infection (callose, lignine, proteine riche en 
hydroxyproline : HRGP, etc.), d'autres composes peuvent 
etre des molecules aux fonctions antimicrobiennes plus ou 
35 moins bien definies (phytoalexines , proteines associees aux 
pathogenes : PR proteines (Pathogenesis Related protein) , 
etc.) . Parmi les molecules de type phytoalexines qui sont 
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synth6tis6es et accumul^es par les plantes lors, par 
exemple, des interactions hote -pathogene , on trouve 
notamment les stilbenes qui sont toxiques, notamment pour 
les micro-organismes. Le terme de stilbene d^signe un 
5 groupe de substances chimiques poss6dant le squelette 
trans-diph6nyl-l, 2-6thyl6ne comme structure de base 
commune, le resv£ratrol et la pinosylvine 6tant parmi les 
plus simples. Ce squelette de base est synth6tise dans les 
plantes par une stilbene synthase ou des enzymes ap- 

10 parentees, a partir de substrats comme le malonyl-CoA, le 
cinnamoyl-CoA ou le coumaroyl -CoA, substances que l f on 
trouve dans toutes les plantes (precurseurs des 
flavonoides) . Les genes de stilbene synthase ou des enzymes 
apparentees ont 6te isoles, sequences et clones, notamment 

15 a partir de l'arachide, de l'orchid^e et de la vigne . On a 
pu r€aliser a partir de ces genes la transformation de 
plantes telles que la pomme de terre, la luzerne ou le 
tabac, pr6sentant, par comparaison aux plantes non 
transf ormees , une resistance sup^rieure a l'attaque par des 

20 pathogenes (EP-309862 ; EP-648839 ; MELCHIOR, F. et al . , 
Arch. Biochem. Biophys . 1991, 288, 2, 552-557 ; WIESE, W. 
et al.. Plant Mol . Biol. 1994, 26, 2, 667-677 ; HAIN, R. et 
al., Nature 1993, 361, 153-156). 

L' expression ou la surexpression de ces molecules 

25 aux fonctions antimicrobiennes peut permettre d'obtenir une 
resistance « naturelle » des plantes en r^ponse a des 
stress, notamment des stress de type microbien. Cependant , 
une surexpression constitutive de ce type de prot6ines ne 
peut etre envisagee sans inconvenient pour la plante (coQt 

30 6nergetique, ralent issement de la croissance, etc.) 
(FISCHER, R. et al . , The plant Journal 1997, 11, 3, 489- 
498) . 

D' autre part, dans le cas de certaines plantes 
comme par exemple la vigne ou des plantes herbacees, on 
35 trouve des stilbenes uniquement dans certains tissus sains 
et a des concentrations tres f aibles . Par contre, a la 
suite d'une infection _pu d'une lesion, ces stilbenes 
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augmentent fortement au niveau du site infecte ou 16se, les 
genes de stilbene synthase £tant inductibles en conditions 
de stress biotique ou abiotique (par exemple blessures, 
ultraviolets, etc.) . 

N6anmoins, cette regulation est rarement pr£sente 
chez les plantes d*int6ret agronomique ou lorsqu'elle est 
pr£sente, elle peut ne pas etre suffisamment efficace. Par 
exemple, dans le cas de la vigne, l'£tude de la synthese de 
phytoalexines a montr6 la presence de stilbenes, dont le 
resveratrol, dans les tissus sains seulement pour le bois. 
Dans les tissus de la baie de raisin, la presence de 
stilbenes est trouvee lorsque, d'une part, la baie est 
soumise a un stress comme l'attaque par un pathogene 
(Botrytis cinerea pour la pourriture grise ou Plasmopora 
viticola pour le Mildiou) , et, d'autre part, uniquement 
jusqu'a la veraison du jeune fruit. En revanche, la 
concentration de stilbenes diminue fortement de la veraison 
a la maturation. Or, les degats dus par exemple a Botrytis 
sont rarement rencontres jusqu'a la veraison mais plutot 
lorsqu'on se situe pres de la maturation de la baie. C'est 
pourquoi il est n£cessaire de controler 1 1 expression de 
genes de stilbene synthase par des promoteurs forts, 
6chappant a la regulation naturelle du gene, promoteurs 
devant etre inductibles et en particulier inductibles par 
le stress lui-meme. C'est pr§cis£ment l'objet de la 
'presente invention . 

L»a pr£sente invention concerne des acides 
nucleiques comprenant la sequence du promoteur d'une PR 
proteine de la luzerne associ£e a au moins une sequence 
d'un gene codant pour une stilbene synthase. 

L 1 invention concerne particulierement des acides 
nucleiques selon 1' invention, caract£rises en ce que le 
promoteur d'une PR proteine de la luzerne est un promoteur 
inductible dans les plantes, tissus specif iques ou non, par 
un stress biotique ou abiotique. 

L' invention concerne egalement des acides 
nucleiques selon 1 1 invention, caracterises en ce que la 
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sequence du promoteur d 1 une PR proteine de la luzerne est 
choisie dans le groupe comprenant : 

a) la sequence IND SI, 

b) toute sequence correspondant a un fragment de la 
5 sequence IND SI et ayant effet de sequence promotrice chez 

les plantes. 

On pr6f6re les sequences du promoteur d ' une PR 
proteine de la luzerne qui pr6sentent au moins 80 % 
d'homologie avec la sequence IND Si. Part iculi&rement 

10 pr6fer6es sont celles qui pr^sentent au moins 90 % ou 95 % 
d'homologie avec ladite sequence. 

Les sequences de promoteurs de PR proteines chez 
la luzerne selon 1' invention ont ete obtenues a partir des 
sequences regulatrices de genes de PR proteines en mettant 

15 a profit la r6ponse incompatible (reaction d'hyper- 
sensibilite HR) obtenue dans la relation hote-parasite 
entre la luzerne (Medicago sativa) et Pseudowonas syringae 
pv pisi pour isoler des sequences regulatrices de genes 
responsables de cette reaction. 

20 Lors de I'attaque de la luzerne par Pseudomonas , 

l 1 apparition d'une reaction de la plante est observ6e dans 
la zone voisine de la necrose provoqu^e par 1' infection 
bacterienne . 

Le materiel vegetal a done 6te prelev6 apres 
25 I'attaque bacterienne afin de constituer une banque d'ADNc 
I a partir des ARNs messagers produits dans les zones 

voisines de la necrose. Une amplification par reaction 
de polymerisation en chaine (PCR) , utilisant des poly- 
nucleotides de synthese correspondant a des motifs 
30 conserves de genes de PR proteines de 16gumineuses , a 
permis d'obtenir une sonde radioactive qui a 6te ensuite 
utilisee pour selectionner des transcrits dans la banque 
d'ADNc. Parmi ceux-ci, 1 ' un d'entre eux (ADNc-PR7) a ete 
retenu car, apres sequengage, il presentait une bonne 
35 homologie avec des genes equivalents codant pour des PR 
proteines, connus pour d'autres plantes (cf. Figures 1 et 
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Ibis repr<§sentant le schema g§n£ral de la m^thode 
d'isolement du promoteur) . 

L* analyse a montr6 qu'il correspondai t a un g&ne 
codant pour une PR prot^ine de classe 10 selon la 
5 classification de VAN LOON (1994). C'est pourquoi ce g&ne a 
6t6 d6nomm£ Ms PR10-1 (Medicago sativa PR prot^ine classe 
10, clone 1). L'ADNc PR7 isol<§ et clon£ a permis d'obtenir 
deux sondes grSce a la presence d'un site Bam HI interne (B 
sur la Figure 1). Celles-ci, EB et BE (E correspondant au 

10 site Eco RI sur la Figure 1) nominees respect ivement 5' et 
3', ont ete utilis^es pour cribler une banque genomique de 
luzerne. Parmi les clones obtenus, reconnus par les sondes 
5' et 3', 1'un d'entre eux, CIS, a 6t6 selectionne et 
sequence (6,1 kb) . 11 possede lui aussi comme il est 

15 logique un site Bam HI qui a permis d'obtenir deux nouveaux 
fragments EB de 2,4 kb et BE de 3,7 kb nomm6s 
respectivement E-B(g) et B-E(g), g indiquant la nature 
genomique des fragments obtenus (voir Figure Ibis) . Le 
fragment E-B (g) , situe en 5 1 du clone CIS, comprenant le 

20 promoteur et une partie de sa sequence codante du gene Ms 
PR10-1 a 6te ins6r6 dans les sites Eco RI et Bam HI du 
plasmide bluescript . Le plasmide a 6te Iin6aris6 grace a un 
site Pst I, situ6 en amont de Bam HI dans le fragment E- 
B(g). Sur ce fragment, une d616tion de 3 1 en 5 1 a €t€ 

25 r6alis£e jusqu'a obtenir la sequence promotrice 1ND SI 
(Figure 3) . Une ligature en bout franc 1 a permis de 
repositionner un autre site Bam HI, interne au clone CIS, a 
la fin de la sequence promotrice du gene Ms PR10-1. Dans 
ces conditions, 13 nucleotides de la sequence codante du 

30 gene Ms PR10-1, situes en amont de ce site Bam HI interne 

9 - 

du clone CIS, ont €te ainsi integres a la sequence 
promotrice IND SI, 1 1 ensemble peut etre isole par une 
digestion Eco RI / Bam HI (voir Exemple 1) . 

Dans la description, on entend egalement par PMs 
35 PR10-1 tout fragment d'acide nucleique de la sequence IND 
SI a effet de promoteur chez les plantes et la sequence IND 
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SI avec 13 nucleotides de la sequence codante du gene Ms 
PR10-1 telle que decrite ci-dessous. 

L 1 invention concerne egalement des acides 
nucleiques selon 1' invention, caract<§ris6s en ce que la 
5 sequence d'un gdne codant pour une stilbdne synthase, qu'il 
soit homologue ou heterologue, est choisie parmi les gdnes 
isoies a partir des genomes de I'arachide, de l'orchidSe, 
de la vigne et du pin (EP-309 862, EP-464 461) . 

Parmi lesdits acides nucleiques, on prefere les 
10 acides nucleiques codant pour une stilbene synthase de 
vigne, notamment celles decrites dans l'article de HAIN, R. 
et al., Nature 1993, 361, 153-156 et dans celui de WIESE, 
W. et al., Plant Mol . Biol., 1994, 26, 2, 667-677, I'acide 
nucleique correspondant a la sequence vstl desdits articles 
15 est le plus pref6re. 

Les acides nucleiques permettant 1' expression du 
ou des gene(s) de stilbene synthase pourront bien entendu 
comporter, outre ledit ou lesdits gene(s), des sequences 
notamment de polyad6nylation a l 1 extremity 3 1 du brin 
20 codant, ainsi que des sequences « enhancer » dudit gene ou 
d'un gene different. 

Bien entendu, les sequences des acides nucleiques 
devront etre adaptees afin de s 1 assurer que le gene sera 
ef f ectivement lu en phase de lecture correcte avec le 
25 promoteur et il sera 6videmment possible de pr6voir 
d'utiliser, si cela est n6cessaire, plusieurs promoteurs du 
meme type ainsi que plusieurs sequences « enhancer » . 

II est egalement possible d'exprimer a 1 ' aide des 
acides nucleiques selon la presente invention plusieurs 
30 genes de stilbene synthase, soit places en cascade, soit 
port€s par des systemes d' expression diff brents. 

Les acides nucleiques selon 1 1 invention peuvent 
etre utilises pour la realisation de systemes d' expression 
dans les plantes, systemes pouvant etre induct ibles et/ou 
35 constitutifs suivant les tissus ou organes de la plante 
transformes (cf. Exemples 2, 3 et 4). 
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La pr^sente invention a done 6galement pour objet 
des systemes d'expression d'au moins un gene de stilbene 
synthase chez les plantes, caract6ris6s en ce qu'ils 
comportent au moins un acide nucl^ique selon 1* invention. 
Parmi les systdmes selon 1' invention, on prdfdre les 
vecteurs de transformation et notamment les vecteurs de 
transformation de type plasmidique . Avantageusement , 
lesdits vecteurs de transformation sont caracteris6s en ce 
qu'ils peuvent etre transf6r6s dans des souches 
d 1 Agrobacteri urn . 

Les genes de stilbene synthase pouvant etre 
exprimes par les acides nucleiques selon la presente 
invention sont places sous le controle du promoteur PMs 
PR10-1 afin de d6clencher chez les plantes des mecanismes 
de resistance aux pathogenes qui sont sensibles aux 
stilbenes, notamment au resv6ratrol, a la pinosylvine ou a 
leurs d<§riv6s glycosyl^s comme le picfilde ou a des 
oligom£res comme les vinif brines. Parmi ces parasites 
sensibles aux stilbenes, on peut citer Botrytis cinerea, 
Plasmopora viticola, Eutypa lata, etc.. 

Parmi les systemes d 1 expression selon 
1' invention, on pr6fere ceux caract6ris6s en ce qu'ils sont 
inductibles dans les plantes par un stress biotique ou 
abiotique . 

Parmi lesdits stress biotiques selon 1* invention, 
on pr£fere en particulier les stress biotiques engendr6s 
par l'attaque d'un parasite sensible aux stilbenes tel 
qu'un virus, une bact6rie, une levure, un champignon, 
notamment Botrytis cinerea ou Plasmopora viticola . 

Parmi lesdits stress abiotiques selon 
1' invention, on pr€fere en particulier les stress 
abiotiques engendr^s par une blessure mecanique, telle que 
celle causae notamment par un insecte ou par un phenomene 
physique tel que le vent ou le gel . 

La presente invention a egalement pour objet des 
cellules vegetales transformees par un systeme ou un 
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vecteur selon 1' invention. Avantageusement , lesdites 
cellules v6g€tales sont des cellules de vigne . 

La pr^sente invention concerne 6galement des 
proc6d6s permettant de transformer des cellules v6g6tales d 
5 l'aide d'un proc6d<§ microbiologique incluant les systdmes 
ou les vecteurs selon la pr^sente invention. 

L 1 invention concerne en outre des proced£s 
d'obtention de plantes exprirnant un (ou plusieurs) g&ne(s) 
de stilbene synthase, caractfirises en ce qu 1 on transforme 
10 des cellules v£g§tales desdites plantes a 1 1 aide d'un 
systeme ou d 1 un vecteur selon l 1 invention, on selectionne 
les cellules exprirnant ledit ou lesdits gene(s) et l'on 
regenere une plante a partir de ces cellules. 

Parmi les methodes de transformation les plus 
15 utilis£es, il faut citer notamment les methodes mettant en 
oeuvre Agrobac terium, qu'il s'agisse d ■ Agrobac terium 
tumefaciens ou Ag.roJbacteriu/n rhizogenes , de biolistique ou 
toutes autres techniques (61ectroporation, etc.). 

Ces methodes sont connues (REAM, W., 1989 ; 
20 NEGRETIU, I. et GHARTI - CHHETRI , G.B., 1991 ; CASSE-DELBART, 
F . , 1996 ; STANFORD, J.C., 1990) et elles ne seront pas 
decrites de nouveau en detail . 

La technologie, partant notamment de systemes 
plasmidiques , permet d'effectuer une premiere trans - 
25 formation d'une souche de bact6ries compStentes, en g6n6ral 
E. coli, ce qui permet de doner et de cont^roler la 
structure des plasmides. La souche est ensuite utilis6e 
pour transferer les plasmides recombinants dans des souches 
d* agrobacteries qui seront ensuite utilisees pour 
30 transformer les cellules veg6tales. 

Les plantes comportant un systeme d' expression ou 
des cellules selon 1' invention font partie de l f invention. 

Font 6galement partie de 1* invention, les plantes 
obtenues par la mise en oeuvre des procedes selon 
35 1 1 invention . 
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Enfin, 1* invention concerne les plantes selon 
1 ' invention, caract6ris6es en ce qu'il s'agit de plantes 
d'int^ret agronomique , notamment la vigne . 

D'autres caract^ristiques et avantages des 
5 constructions et des proc£d6s selon la pr£sente invention 
pourront etre mis en Evidence dans les exemples qui vont 
suivre . 

Legendes des Figures 

10 

Figures 1 et 1 bis : Schema general representant les 
diff6rentes etapes de la methode d'isolement du promoteur 
inductible PMs PR10-1 correspondant a la sequence IND SI. 
Figure 2 : Presentation des divers clones isol£s et 
15 correspondant au Southern blot, hybrid^ avec les parties 5* 
et 3 1 de l ! ADNc-PR7, d£limitees par un site Ba/n HI (B) 
interne, d£tect6 dans cet ADNc . 

Sites de restriction : E = Eco RI, B = Ba/n HI. 

Les valeurs indiqu6es sur la figure sont exprimees en 
20 kb {kilo bases) . 

Figure 3 : Sequence d ' ADN correspondant a la sequence IND 
SI, sequence g§nomique isol€e du promoteur inductible de 
luzerne PMs PR10-1. 

Figure 4 : Sequence d 1 ADN correspondant a la sequence d'un 
25 gene de stilbene synthase de vigne modifi6e par l'ajout 
d'lin adaptateur (vstl modifi£) . 

La partie modifi6e est representee en caractere 
italique . 

Les parties codantes et non codantes (intron) sont 
30 representees respectivement en lettres majuscules et 
minuscules . 

Figure 5 : Sequence d 1 ADN comprenant la sequence du 
promoteur inductible PMs PR10-1 (correspondant a la 
sequence IND SI en minuscule) associ£e a la sequence d * un 
35 gene de stilbene synthase de vigne modifiee par l'ajout 
d'un adaptateur (vstl modifie, correspondant a la Figure 
4). Entre les deux (encadre dans la sequence) se trouvent 
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(ecrits en minuscule, fin du promoteur et en majuscule, 
debut du gene contenant le codon d 1 initiation de la 
traduction) les 13 nucleotides venant d'une sequence 
interne de la phase codante du g£ne Ms PR10-1, 1 ' ATG ayant 
5 6t6 mis en phase de lecture avec le gdne vstl modifie, ces 
nucleotides sont done int6gr6s a la phase codante de vstl. 

La sequence du promoteur induct ible PMs PR10-1 inclut 
les 7 des 13 nucleotides de la sequence du gdne Ms PR10-1 
(en minuscule dans I'encadre). 
10 Les parties codantes et non codantes (intron) de la 

partie correspondant a la sequence du gdne de stilbene 
synthase de vigne sont representees respectivement en 
lettres majuscules et minuscules. 

Figure 6 : Mise en evidence de l 1 induction de gene codant 
15 pour une stilbene synthase par les U.V.. 

Les ARNs sont extraits d' environ 1 g de feuilles 
17 heures apres induction aux U.V. . 10 a 20 fig sont deposes 
sur gel dfinaturant formaldehyde -formamide . Apres migration 
(3 V.cm" 1 ) , les ARNs sont transfers sur membrane nylon et 
20 fixes par exposition aux U.V, (254 nm, 33 mJ.cm" 2 ) . Le 
Northern blot est obtenu par hybridation a 65°C pendant une 
nuit avec la sonde vstl biotinyiee. 

L'explant de depart est constitue de feuilles isoiees 
de vitroplants de 41B (temoin) ou de 41B transformes 
25 genetiquement avec une construction (insert 13 kb, 
comprenant deux genes de stilbene synthase cqmplets vstl, 
vst2, un morceau d 1 ADN genomique de vigne et un autre gene 
de stilbene synthase de vigne (vst3) tronque) integrant des 
copies surnumeraires de genes codant pour des stilbenes 
30 synthases de vigne sous controle de leurs propres 
promoteurs (clones 2 et 3 correspondant respectivement aux 
clones 55-2 et 55-3) . 41B : porte-greffe hybride V. 
vinifera, Cha9seleis x V. berlandieri . 

Figure 7 : Cinetique d 1 accumulation des ARNms de stilbene 
35 synthase apres induction aux U.V. . 

Les ARNs sont extraits d 1 environ 1 g de feuilles. 10 a 
20 fig sont deposes sur gel denaturant formaldehyde- 
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f ormamide . Apres migration (3 V.cm* 1 ), les ARNs sont 
transf6r6s sur membrane nylon et fix6s par exposition aux 
U.V, (254 nm, 33 mJ.cm* 2 ) . Le Northern blot est obtenu par 
hybridation a 65 °C pendant une nuit avec la sonde vstl 
5 biotinyl6e. 

Les explants sont des feuilles isol^es de vitroplants 
de 41B. Le t6moin est un clone non transform^ g£n6tiquement 
contrairement aux clones 2 et 3 (correspondant 
respect ivement aux clones 55-2 et 55-3) qui ont integre 
10 dans leur genome 1 ' insert 13 kb (voir ci-dessus) contenant 
des genes codant pour des stilbenes synthases de vigne 
(vstl + vst2) . 41B : porte-greffe hybride V. vinifera , 
Chasselas x V. berlandieri . 

Figure 8 : Quantites de resveratrol presentes dans les 
15 feuilles de vitroplants, traitees 8 min aux U.V. et 
analysees a differentes pSriodes apres induction. 

Les quantites sont exprim€es en fig par g de matiere 
f ralche . 

NI : non induit . 

20 Le t6moin est constitu6 par des feuilles pr£lev6es sur 

41B non transform^. PCT 55-2 et 55-3 repr6sentent deux 
transf ormants ayant int§gr£ 1 1 insert de 13 kb comprenant 
deux genes de stilbene synthase complets (vstl et vst2) . 
Figure 9 : Inhibition de croissance du mycelium de Botrytis 

25 cinerea, souche 916T, apres 7 jours a 20°C. 

I La culture du mycelium est r6alis6e sur milieu malt- 
glucose contenant les differentes concentrations de 
resveratrol . 

Figure 10 : Planche photo 1 

30 Observations macroscopiques caract§rist iques des 

differentes vari6t6s de vigne en interaction avec Botrytis 
cinerea 5 jours aprds inoculation des feuilles de 
vitroplants par une suspension de conidies - Plantes non 
transf ormees . 

35 En haut : 

- Gauche : Cepage Folle blanche, clone 280 sensible. 
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- Droite : Cepage Pinot noir, clone 386 moyennement 
tolerant . 

En bas : 

- Gauche : Cepage Ugni-blanc, clone 479 tolerant. 
5 - Droite : Porte-greffe 41B tolerant. 

Figure 11 : Planche photo 2 

Observations macroscopiques caract^rist iques de clones 
de porte-greffe 41B, transformSs par diff6rentes 
constructions (145 : Promoteur PMs PR10-1 - g&ne vstl ; 

10 55 : insert de 13 kb comprenant deux genes vstl et vst2 
sous controle de leurs propres promoteurs) , en interaction 
avec Botrytis cinerea, 5 jours apres inoculation de 
feuilles de vitroplants par une suspension de conidies. 
En haut : 

15 - Gauche : Clone 14 5-2. 

- Droite : Clone 145-5. 
En bas : 

- Gauche : Clone 14 5-6. 

- Droite : Clone 55-3. 
20 Figure 12 : Planche photo 3 

Observations caract§rist iques , en microscopie a 
fluorescence, de diff6rentes vari£tes de vigne en 
interaction avec Botrytis cinerea, 5 jours apres 
inoculation de feuilles de vitroplants par une suspension 

25 de conidies . 

I Fluorescence : bloc de filtres A (excitation de 340 a 
380 nm ; filtre d' arret a 425 nm) . Le resveratrol emet une 
lumiere de fluorescence en blanc bleute et bleu (selon sa 
concentration), la chlorophylle en rouge. La zone noire 

30 correspond a la zone d* infection par le champignon ou a des 
zones n£crotiques lorsqu'elles sont petites. 
En haut : 

- Gauche : Cepage Folle blanche, clone 280 sensible, 
peu ou pas de synthese de resveratrol. 
35 - Droite : Cepage Pinot noir, clone 3 86 moyennement 

tolerant. Synthese de resveratrol dans les nervures et dans 
la zone de maceration d_u ^champignon . 
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En bas : 

Gauche : Porte-greffe 41B (tolerant) non 

transform^. Synthase de resv^ratrol intense dans les 
nervures et dans le limbe autour des zones d' infection 
5 petites et trSs localis6es (zones n6crotiques) . 

Droite : Porte-greffe 41B transform^ par la 
construction 145, c'est-a-dire le promoteur PMs PR10-1 gene 
vstl, clone 145-5 tres tolerant. Forte synthase de 
resveratrol autour et, dans la zone d' infection, dans les 
10 nervures et sur la presque totality du limbe de la feuille. 

Exemple 1 

Obtention de clones genomigues comprenant des sequences 
recrulatrices de genes PR proteine de luzerne 

15 

A) Obtention d ' une sonde pour la recherche des oromoteurs 
(cf. Figures 1 et 1 bis) 

La r§ponse incompatible (reaction d'hyper- 
sensibilitS HR) , obtenue dans la relation hote-parasite 

20 luzerne (Medicago sativa) et Pseudowonas syringae pv pisi a 
permis de const ituer une banque d 1 ADNc . Elle a £te r§alis€e 
a partir d * ARNs messagers extraits et purifies de la zone 
voisine de la necrose provoquee par 1 ! infection 
bacterienne. Les pr61&vements de materiel vegetal ont 6te 

25 effectu6s 6 heures apres 1 1 infiltration par la suspension 
bacterienne. 1 

Chez les 16gumineuses , les PR proteines sont 
connues pour avoir des motifs conserves, ceci a permis la 
synthese d ' oligonucleotides correspondant a ces motifs 

30 definis a partir des s6quengages deja realises sur PR 
proteines de pois et de soja. Une amplification par PCR a 
permis d'obtenir une sonde radioactive, utilisSe ensuite 
pour s61ectionner dans la banque d ' ADNc des transcrits. 
Parmi ceux-ci, un des clones : ADNc-PR7 a ete retenu car 

35 apres sequengage il a presente 87 % d'homologie avec les 
genes codants pour les PR proteines de pois et de soja. 
L 1 analyse a montre qu 1 il.., correspondai t en fait a un gene 
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codant pour une PR proteine de classe 10 selon la 
classification de VAN LOON et al . (1994) . II a 6t£ nomm6 Ms 
PR10-1 (Medicago sativa PR prot6ine classe 10, clone 1). 

Un controle, effectu6 chez la luzerne par 
5 Northern blot, a montr6 que le transcrit correspondant 
s'accumulait dds 3 heures aprds 1* infection dans le cas de 
la r6action incompatible, passait par un maximum entre 24 
et 48 heures et diminuait lentement & partir de 72 heures. 

Ce fragment est caract^rise par 1 1 existence d ' un 
10 site Bam HI interne (note B sur la figure 1) qui delimite 
deux parties : 

- 1 1 une dite 5', d' environ 340 bases, inclut la region 
amont de 1 1 ATG (qui est transcrite mais non traduite) et 
une sequence aval correspondant a 306 bases, 
15 - l 1 autre dite 3', correspond a la fin de la partie 

codante soit 165 bases et a la r6gion 3 ' non traduite soit 
186 nucleotides du codon stop jusqu'au dSbut du poly A. 

B) Isolement de clones Q^nomiques comprenant des 
promoteurs de PR prot6ines 
1) Isolement de clones g6nomiques 

Une banque genomique de luzerne, pr6par6e dans 
EMBL4 (titre : 7 . 10 8 p.f.u. (plate forming units) . ml" 1 ), 
a et6 utilis^e a cette occasion et 6.10 5 p.f.u. 6talees. 
Pour cribler cette banque, le fragment 5 f de Ms PR10-1 
(ADNc- PR7 ) a servi de sonde et 4 5 clones ont donne un 
signal, intense sur 13 d 1 entre eux. Les cartes de 
restriction et les hybridations , r6alis6es avec les 
fragments 5 1 et 3' de Ms PR10-1, ont permis de conclure a 
1 ! existence de 7 clones distincts (cf. Figure 2). La 
comparaison des tailles des 7 clones (9,3 ; 6,5 ; 6,1 ; 
5,8 ; 4,8 ; 4,2 ; 2,2 kb) obtenus a partir du criblage de 
la banque, a celle des bandes detect6es sur blot d'ADN 
genomique de luzerne a montr£ une bonne concordance entre 
ces deux types de donnees experimentales (cf . Figure 2). II 
a done ete possible d'en deduire que les genes codant pour 
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la prot^ine PR7 correspondaient a une petite famille 
multig£nique . 

Les fragments (sites EcoRI/EcoRI) de ces clones 
(hormis le clone C12) ont ensuite 6t6 sous clones en 
5 totality ou en partie et les s6quen<pages entrepris. 

2) S^quengages r6alis£s 

Un clone a et£ choisi pour etre s£quenc£ en 
premier, le clone CIS (cf . Figure 1 bis) . 

Les premiers travaux de s6quengage . ont mis en 

10 Evidence la presence d'un intron d 1 environ 315 nucleotides 
dans le cadre ouvert de lecture du gene codant pour la PR 
proteine. Le clone 6tudie a ete analyst ensuite apres 
digestion par Bam HI (cf . Figure Ibis) . 
Clone C15 : 6,1 kb 

15 L 1 analyse du clone par Eco RI et Bam HI a permis 

d'obtenir deux fragments E-B (environ 2,4 kb) et B-E 
(environ 3,7 kb) . Apr&s s6quen<?age et comparaison de la 
sequence codante (interrompue par un intron de 600 
nucleotides) avec celle du Ms PR10-1 (ADNc-PR7) , il est 

20 apparu que ce clone g6nomique 6tait absolument identique a 
cet ADNc de reference. 

3) Analyse de 1* expression des clones isol6s dans le 
systeme luzerne - Pseudomonas 

Les experiences ont port6 sur le clone C15, en 
25 utilisant la technique d 1 extension en 5", pour determiner 
les messagers ef f ectivement transcrits lors de 1 * induction 
des reactions de defense. Cette technique a en outre 
l'avantage de permettre de localiser le site d' initiation 
de la transcription. Les resultats ont montre que le clone 
30 CIS etait eff ectivement exprim£ lors de 1 ' induction des 
reactions de defense dans les feuilles, lors de 1* inter- 
action luzerne - Pseudomonas , 

Exemple 2 

35 Transformations gene ticrues real i sees pour verifier 

l'activite promo trice du clone isole 
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A) Regions promotrices utilises 

Pour ces transformations de controle, deux 
promoteurs ont 6t6 retenus : un promoteur t6moin et le 
promoteur PR isol€ du g6nome de la luzerne, issu de CIS 
5 (correspondant au promoteur PMs PR10-1) . 

1) Promoteur CaMV-35S 

Ce promoteur, dit constitutif, est classiquement 
utilise. II correspond £ la sequence de regulation de la 
transcription du gene de la sous unite ARN 3 5S du virus de 

10 la mosaique du chou-fleur (CaMV) . La region promotrice qui 
a ete utilisee pour realiser la construction avec le gene 
rapporteur grus, correspond en fait a une * fraction de ce 
promoteur, isolee de nouveau sous forme d 1 un fragment 
EcoRI/BamHI a partir du plasmide pDHSl (PIETRZAK et al . , 

15 1986) . 

2) Promoteur PR 

La region promotrice du clone gSnomique CIS a 6t6 
etudiee . Ce promoteur a 6t6 appel6 par la suite PMs PR10-1. 
PMs PR10-1 : 

20 II provient du fragment EcoRI/BamHI (E/B) de 

2.4 kb du clone CIS (Figure Ibis). L 1 integration de ce 
fragment dans le plasmide binaire, en amont du gene 
rapporteur (voir ci-apres) , a 6te rendue delicate car aucun 
site de restriction n'existait sur le clone CIS entre la 

25 bolte TATA (initiation de la transcription) et l'ATG 
(initiation de la traduction) * Des experiences de d61£tion 
ont done 6t6 r6alis6es jusqu'a obtenir un fragment de 

1.5 kb environ (sequence IND SI). Puis, par ligation en 
bout franc, un autre site Bam HI a 6t<§ ajout6 au fragment 

30 ainsi obtenu pour permettre son insertion en amont des 
differentes sequences codantes utilisees par la suite. Ce 
fragment comprend done en se ref6rant a 1 1 ADNc qui a servi 
a le doner et outre la region promotrice amont : 3 9 
nucleotides terminaux de la S 1 UTR (UnTranslated Region) du 

35 gene Ms PR 10-1, situee a 10 bp du codon ATG initiateur, 
1 1 ATG du gene Ms PR10-1 et un court fragment de sa region 
codante (10 bp), juste en amont du site Bam HI integre. 
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Tenant compte des sites de clonage, le promoteur ainsi 
construit pr£sente un ATG potentiel ce qui pourrait 
conduire a la presence de deux codons ATG, & faible 
distance 1 ' un de 1' autre, lors des constructions de g&nes 
5 chimfiriques . Un risque de modification de la phase codante 
du g&ne utilise (gdne rapporteur ou g&ne de stilbdne 
synthase) pourrait alors exister. 

Pour les experiences de transformation avec le 
gene rapporteur, PMs-PR10-l (PRI) a 6t€ utilise tel quel 
10 apres clonage dans le plasmide pSK+/- Bluescript de 
STRATAGENE . II a pu etre de nouveau isole sous la forme 
d'un fragment EcoRI/BamHI de 1,5 kb environ. 
3) Plasmides utilises 

a) p3 5S - gus intron (VANCANNEYT et al . 19 90) 
15 Ce plasmide est un derive de pBin!9 (BEVAN, 1984) 

et poss£de comme tel les bordures droite et gauche des 
plasmides binaires permettant 1 ! insertion de la partie 
comprise entre ces bordures dans les plantes via 
agrobact£ries . 

20 Le d6veloppement du gene rapporteur gus intron 

(intron derive du gdne LSI de la pomme de terre) a permis 
d'eliminer les faux positifs (notamment en expression 
transitoire) dus aux agrobact€ries contaminantes. Elles 
sont incapables d'6pisser les introns . 

25 ' Classiquement ce gene, codant pour une [3- 

glucuronidase , permet, en utilisant un substrat particulier 
(le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 3 glucuronide) , d ! obtenir 
une coloration bleue. Celle-ci indique alors la nature 
transform6e de la plante analys^e et par voie de 

30 consequence la transcription de la sequence codante du gene 
correspondant a 1 ' enzyme , done 1 1 induction du promoteur qui 
la commande . 

b) pPR97 

Ce plasmide a ete construit par 1 1 un des 
35 laboratoires participant au projet pour tester l'efficacite 
de promoteurs (P. RATET, ISV, cite dans SZABADOS et al . , 
1995) . II a notamment - h'avantage de posseder un site de 
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clonage multiple, permettant une fusion transcriptionnelle 
avec la phase codante du gene gus (uid A d'E. coli) 
contenant 1 1 intron LSI. II poss£de en outre certaines des 
caract£ristiques du plasmide pr6c6dent p35S - gus intron 
(bordures d 1 integration dans le g6nome des plantes, gSne de 
selection permettant la r6sistance aux antibiotiques de 
type n^omycine : npt JJ gene) . 

L' activity du promoteur peut etre rev£16e et 
mesur6e par des tests histochimique et enzymatique de type 
GUS. 

4) Derives de pPR97 

Deux constructions principales oht 6t6 faites et 
utilisees par la suite pour la transformation de plantes 
modeles . 

a) pPR97 - 35S 

Le promoteur 3 5S, clone dans le plasmide pDHSl 
(cf. paragraphe 5 ci-dessous) , a €t€ extrait et ins6r§ dans 
le site de clonage multiple de pPR97, en amont du g&ne 
rapporteur, sous forme d'un fragment EcoR I/BamHI . Ce 
plasmide est a la fois un controle positif , pour d£montrer 
que la construction est f onct ionnelle , et une reference car 
le promoteur 3 5S a 6t6 plac6 dans le meme environnement que 
le promoteur isol€ des clones de PR proteine. 

b) pPR97-PMs PR10-1 

Les 1,5 kb ont et6 ins6rees dans le meme site de 
clonage que celui defini ci-dessus, sous la florme la aussi 
d'un fragment EcoR I/BamHI . 

c) pG3-3 

II a permis de r£aliser un controle positif fort 
pour les tests histochimique et enzymatique en clonant deux 
promoteurs 35S en tandem inverse. Les sequences 
activatrices des promoteurs agissent alors en synergie . La 
phase codante du gene gus intron a 6t6 alors plac6e sous le 
controle de l'un des deux promoteurs 35S. 

5) Les souches d ' agrobacteries r£alisees 

Les diff^rents plasmides ont ete utilises pour 

transformer des bacteries competentes E . coli souche DH5a 
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par choc thermique en milieu chlorure de calcium. Apres 
selection des bact^ries transf orm6es sur milieu anti- 
biotique (Kanamycine) et controle par miniprep de leur 
nature recombinante, elles ont servi & transferer les 
plasmides recombinants dans des souches d * agrobact£ries par 
conjugaison triparentale , en utilisant la souche & X E. coli 
HB101 contenant le plasmide pRK2013 autotransf Arable (DITTA 
et al . , 1985) . 

Deux souches d ' agrobacteries ont 6te retenues : 
EHA 105, AgroJbactejriu/n tumefaciens desarmee, permettant la 
regeneration de plantes transformees (transformations 
stables), et A4TC24, Agrobacteriuw rhizogeries utilis^e pour 
obtenir la reaction de type chevelu racinaire (Hairy root) 
et des plantes composites, possedant des racines 
transformees mais dont le reste de la plante est de 
phfinotype identique a celui d'origine. 

6) Transformations g£n6tiques sur plantes modeles 

Deux types de transformations ( transitoires et 
stables) ont €t€ realises en utilisant trois plantes 
modeles Nicotiana benthamiana, Medicago truncatula et Lotus 
corniculatus . 

On exposera principalement les resultats obtenus 
avec N. benthamiana . 

7) Transformations transitoires 

Cette premiere s£rie d' experience a et€ realisee 
pout permettre une verification rapide de la f onctionnalit6 
des constructions r6alis6es avec le gdne gus dans les 
cellules d * eucaryotes . 

Des feuilles de N. benthamiana ont done 6te 
excis6es et mises en coculture sur milieu g£los6 avec les 
differents d6riv£s de la souche EHA 105. Des tests 
histochimiques ont 6t6 ensuite pratiques 4 8 h apres la 
transformation puis examines apres une nuit d' incubation 
(12 h) . 

Les plasmides de controle p35S-gus intron et 
pPR97-35S ont donn6 une coloration GUS positive bien que 
faible avec le second plasmide. 
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Cette faible r^activite vient sans doute d 1 un 
probleme de construction car a proximity du site 
d' initiation de la transcription et de 1 1 ATG du gdne gus 
une partie du polylinker a dQ etre gard6e . Celle-ci 
5 comportant une sequence r6p£t6e peut gener la transcription 
du gdne . 

La construction pPR97-PMs PR10-1 a montr6 une 
activity du g6ne gus semblable cl celle du controle positif 
35S-gus intron. Ce promoteur que 1 ' on attendait inductible, 
10 a done presents un effet comparable a un promoteur 
constitutif . 

Ce r6sultat peut etre explique comme la 
consequence soit de 1 ' infection bacterienne soit des 
blessures effectu6es sur les feuilles lors du prelevement 
15 ou de la mise en culture. La premiere hypothese ne pouvant 
etre v6rifi6e, le protocole experimental a €t€ modifi6 pour 
diminuer le stress caus£ aux explants {616vation de 
l'osmolarit6 du milieu de coculture en utilisant des 
concentrations de saccharose de 10 a 30 g.l" 1 , realisation 
20 d'une gamme de vide plus ou moins pouss6e : de 10 a 80 mm 
de mercure de vide relatif et creation de lesions plus ou 
moins fortes sur les feuilles avec ecrasement important ou 
moyen de I'^piderme) . 

Les r6sultats ont montr6 que plus la pression 
25 6tait importante, plus le nombre de cellules transform£es 
etaitielev6. Cependant, un compromis doit etre trouv£ pour 
obtenir des transformations stables car les nombreuses 
transformations transitoires , obtenues dans ce cas, se 
r6velent par la suite souvent 16tales pour les cellules. 
30 Elles sont alors incapables de donner des cals et done de 
reg6n6rer des bourgeons puis des plantes . Par ailleurs, la 
nature inductible du promoteur est en partie confirmee car 
si la coloration due a la construction 35S-gus intron est 
detectable jusqu'a 5 jours apres la coculture, celle 
35 obtenue avec pPR97 - PMs PR10-l-gus intron apparait plus 
rapidement a 48 heures mais d£croit ensuite tres vite . 
8) Transformations stables 
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a) Tabac : N, benthamiana 

Une s<§rie de transformations a 4tt6 r6alis6e avec 
pPR97-35S, pPR97-PMs PR10-1 et pG3-3. Un nombre important 
de plantules a 6t6 obtenu pour cette s£rie de 
5 transformations. Pour chacun des plasmides utilises, on a 
cherchg £ obtenir au moins 7 plantes acclimat6es. 
Cependant, cela n'a pas 6t6 possible pour p35S-gus intron 
oti seulement 5 plantes ont 6te reg6n6rees et acclimatfies. 
Les r^sultats obtenus sont rassembles dans le Tableau 1. 

10 

Tableau 1 : Transformations stables obtenues sur N. 
benthamiana par transformation avec la souche EHA 105 
d • Agrobacterium tumefaciens et ses derives. 



Constructions 


Cals/explants 
mis en 
culture 


Bourgeons 
obtenus 


Plantules 
In vivo Accl . 


p35S-gus intron 


10 (45) 


6 (1) 


5 


5 


pPR97-35S gus 
intron 


115/122 


23 


13 


12 


pPR97-PMs PR10-1 
gus intron 


135/139 


27 


20 


7 


pG3-3-3 5S en 
tandem inverse 
(promot. Fort) 


non 6valu<§ 


37 


28 


20 



Legende du tableau 1 : 

Les r6sultats sont exprim§s en quantity obtenue . 
Accl. : plantules acclimat6es. 

Nombre de bourgeons par explants : le chiffre entre 
20 parentheses correspond au nombre de bourgeons obtenus a un 
mois, pour la premiere serie. Pour celle-ci (comportant la 
construction 35S gus intg^pn) , les cals ont ete laisses plus 
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longtemps sur le milieu de culture afin d'obtenir un 
maximum de bourgeons et done de plantes a acclimater . Pour 
la seconde s£rie, apr&s un mois, un nombre suffisant de 
bourgeons a 6t6 obtenu et 1 ' experience a alors 6t6 arretSe. 
Les transformations g6n6tiques : elles sont faites 
classiquement sur des morceaux de limbe de feuilles de 
1 cm 2 , immerg6s 3 0 secondes dans la suspension 
d ' Agrobacterium puis, cocultiv£s 4 8 heures avant repiquage 
sur milieu g£los6 de division cellulaire et de caulog^ndse 
(MURASHIGE et al . , 1962), ANA (acide naphtalene ac6tique) 
0,1 mg.l* 1 / BAP (benzyl amino purine) 1 mg.l" 1 , cefotaxime 

400 mg.l" 1 (elimination des agrobacteries), et kanamycine 
70 mg.l" 1 (agent de selection des cellules transf ormees) . 
Des 1' apparition des premiers bourgeons (environ un mois 
aprds coculture) , ils sont plac6s sur milieu d 1 enracinement 
identique au premier mais ne comprenant pas d 1 hormones 
v6g6tales . 

L 1 analyse rapide des r§sultats, en fonction de 
1* expression du g6ne gus intron selon la nature du 
promoteur situ<§ en amont de la phase codante du g&ne, 
montre que le promoteur PMs PR10-1 donne les meilleurs 
r6sultats de 1' ensemble des promoteurs testes. Une analyse 
plus d6taill6e est pr6sent6e ci-apres. 

9) Caract^ristiques du promoteur PMs PR10-1 
! Plasmide r>PR97-PMs PRlQ-1-aus intron 

Ce promoteur a donn6 les meilleurs r6sultats avec 
des differences d 1 expression constitutive du gene gus selon 

les organes testes . 

a) Activity dans les cals 

Une expression constitutive forte a €t€ trouv^e . 
Quelques minutes d' incubation ont suffi pour obtenir un 
test histochimique positif . Le promoteur est done fortement 
induit dans ce type de materiel, ce qui est en accord avec 
les resultats obtenus par VAN LOON (1985) . Les cals en 
culture in vitro sont en etat de stress et dans ces 
conditions les PR proteines sont exprimees . 



WO 99/41392 



24 



PCT/FR99/00316 



b) Activity sur plantes entieres acclimatises 
Racines 

Le promoteur est induit et le test histochimique 
est positif aprds 2 heures d' incubation (contre 5 heures 
avec le promoteur 35S) . L'activit6 du gdne gus n'est pas 
uniforme dans les racines de tabac, seuls l'6piderme des 
parties Sg6es et le m6rist6me apical ont donn6 la 
coloration bleue caract^ristique du test. Selon la 
literature une activity des g&nes de defense dans les 
racines est aussi classiquement observ6e. 

Fleurs 

Chez tous les tabacs transformes par cette 
construction, une forte activity constitutive a et6 trouv£e 
dans les fleurs et plus particuli£rement dans les antheres 
et le pollen. Une activity du gene gus a aussi 6t6 d6cel6e 
dans les trichomes des s6pales et plus faiblement dans les 
p^tales. Ces r^sultats sont aussi en accord avec ceux de 
VAN LOON (1985) qui indiquent une induction des gdnes de 
defense dans les pieces f lorales . 

Feuilles 

Une faible activity constitutive gus a 6t6 
observ^e dans les trichomes de jeunes feuilles de plantes 
adultes . Chez le tabac, le stade rosette a larges feuilles 
correspond au stade juvenile et le stade vieillissant a 
celui de la formation des graines . Cette faible activity a 
et6 constatSe majoritairement dans les trichomes pl'uri- 
cellulaires. L 1 expression d'une prot§ine PR dans de telles 
structures n'a jamais 6te d£crite a notre connaissance . 

Une activity inductrice constitutive du promoteur 
isol£ PMs PR10-1 est done possible dans les trichomes des 
feuilles de tabac (3 plantes sur 7) mais elle semble sous 
1* influence des stades de d6veloppement . 

En 1 ' absence d' induction par un pathogfene , 
l'activite du promoteur chez le tabac est done limit£e a la 
racine, aux pieces florales (anthdres et pollen) et a 
quelques cellules de la partie aerienne (trichomes 
essent iellement ) . - 
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Exemple 3 

Autres especes vacretales trangformees 

1) Medicago truncatula 

Pour cette espdce, on a cherch£ & r£aliser des 
plantes composites, c*est-&-dire poss£dant 3 la fois une 
partie a£rienne de type sauvage (non transformSe 
g6n6tiquement ) et des racines transf orm6es . 

De jeunes germinations ont £t£ utilis£es. Apr&s 
dSveloppement de la racine principale, les hypocotyles 
excises, ont 6t6 tremp£s dans une suspension 
d' AgroJbacterimn tuinefaciens EHA 105 poss£dant soit le 
plasmide p35S-gus intron soit le plasmide pPR97-PMs PR10-1- 
gus intron, de fagon a obtenir par la suite des racines 
n6oform£es transf orm£es . Aprds une semaine, des racines ont 
6te obtenues et un test histochimique GUS a 6t6 r6alis£. 
Pour cette experimentation, le t6moin a 6t6 constitu6 par 
de jeunes germinations trait6es de mani&re identique aux 
lots pr6c6dents (hypocotyles excises mais non tremp6es dans 
la suspension d ' agrobact£ries) . 

Tous les explants du lot t£moin ont n£oform£ des 
racines en une semaine, par contre, 50 % seulement ont 
r£agi pour les lots trait£s par les agrobact£ries . Quel que 
soit le traitement, aucune racine n'a donn£ de reponse 
positive au test GUS. En revanche, la base des hypocotyles 
des lots trait6s, bien que n6cros£e, a souvent r£agi pour 
donner une coloration bleue (presence de cellules 
transf orm£es) . La partie n6cros6e des explants a alors 6t£ 
excis£e et ils ont 6t6 remis en enracinement . 50 % ont 
alors d6velopp£ des racines n6oform£es dont certaines se 
sont r£v£16es, dans quelques zones, positives au test. 

Ce sont done des racines chimdriques (cellules 
transf orm^es et non transf orm£es) qui ont 6t6 obtenues, les 
parties transform6es correspondant a des lign£es 
cellulaires ayant int£gr£ la construction dans une cellule 
souche de base . 
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Les deux constructions testees, p35S-gus intron 
et pPR97-PMs PR10-l-gus intron, ont donne ces lign6es 
cellulaires racinaires transform^es dans respectivement 3 
et 2 explants sur les 6 mis en experimentation pour chaque 
5 lot. 

Bien que le module experimental ne soit pas 
adapte & 1* etude poursuivie (etude de 1' expression des 
proteines PR lors du phenomdne de nodulation par 
Rhizobium), il n'en a pas moins demontre que le promoteur 
10 PMs PR10-1 est tout aussi fonctionnel dans cette plante que 
dans la plante d'origine (Medicago eativa) . 

2) Lotus corniculatus 

L 1 experimentation avait, 13 aussi, pour but 

15 d'etudier 1 1 induction du promoteur lors de la nodulation 
par la bacterie symbiote Rhizobium meliloti NZP 2037 (PETIT 
et al . , 1987). Des plantes composites ont done ete 
r6alisees en transformant des cellules de l'hypocotyle de 
jeunes germinations de Lotier par Agrobacterium rhizogenes 

20 souche A4TC24 , pour obtenir le phenom&ne de chevelu 
racinaire (phenotype hairy root) . Une fois celui-ci 
developpe, les racines principales ont ete excisees et les 
plantules ont ete plac6es en milieu liquide pour accroitre 
le developpement du phenomene . Une fois les plantes 

25 acclitpatees , 1' etude de 1' induction des promoteurs lors de 
la symbiose fixatrice d f azote a ete r6alisee en plagant les 
plantules en conditions de nodulation (B LONDON , 1964) . Les 
deux promoteurs d 1 etude retenus ont ete les memes que 
ceux utilises lors de 1 ' experimentation men6e avec 

30 M. truncatula : 35S et PMs PR10-1. Pour ces deux 
constructions, moins de 10 % des racines a phenotype hairy 
root ont montre des racines positives au test GUS . D'une 
maniere gen6rale, les racines ayant ce phenotype ont donne 
moins de nodules que les racines temoins . 

35 Pour celles obtenues avec la construction 

comport ant le promoteur 3 5S, seuls les nodules ont presente 
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une r6ponse positive au test GUS, alors que pour l 1 autre 
(promoteur PMs PR10-1) , la coloration s'est d6velopp6e sur 
toute la racine, except6e au point d 1 initiation des racinea 
secondaires. Par ailleurs, cette dernidre construction n'a 
5 pas permis d'obtenir de nodules sur les racines issues de 
chevelu racinaire en interaction avec Rhizobium meliloti . 

Exemple 4 

Etude de la reaction d' hy-persensibili t6 du tabac trans forme 
10 avec lee constructions utilisant des promoteurs du gene PR 
de luzerne et le gene crus intron 

A) Reaction d ' hvpersensibilit6 sur N. benthamiana 
transform^ avec les constructions associant le 
promoteur du gene PR de luzerne et le gene qua intron 
15 l) Test de reaction d 1 hypersensibilit6 (HR) 

La reaction d 1 hypersensibilite (HR) , d6velopp6e 
dans 1 1 interaction N. benthamiana - Pseudomonas syringae 
pv. pisi, a 6t6 utilis6e dans cette €tude . Des plants de 
tabac transform^, ayant incorpor6 dans leur genome les 
20 diff6rents inserts des plasmides p35S grus intron et pPR97- 
PMs PR10-l-gus intron, ont 6t6 acclimates puis infiltr£s 
par une suspension de P. syringae (ESNAULT et al . , 1993) a 
une concentration de 10 9 bact^ries par ml. La solution a 

€t€ inject6e dans le limbe a 1 ' aide d'une seringue 
25 hypodermique . Avec un tel module, en 4 8 heurei, la reaction 
de type HR est consid€r§e comme bien d6velopp6e. Les 
feuilles, infiltrees par les suspensions de bacteries, ont 
6t6 pr61ev6es 24, 48 et 96 heures apres inoculation pour 
§valuer, par test histochimique GUS, 1 1 induction des 
30 diff6rents promoteurs 6tudi6s . L' analyse d'une 6ventuelle 
r6ponse syst6mique a 6t6 aussi 6valu6e, en utilisant le 
meme test histochimique, sur des feuilles situ€es en 
dessous de la feuille infiltree. 

2) Etude de 1' induction des promoteurs en conditions 
35 de reaction de type HR 

a) Promoteur cojistitutif 3 5S 
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Dans le cas du promoteur consti tutif 35S 
(plasmide pG3-3 par exemple) , 1 1 inoculation par P. syringae 
n'a pas modifi6 la rSponse au test et cela en quelques 
minutes d 1 incubation . L • infiltration par les bact6ries 
5 n'altfire done pas 1" activity glucuronidase de type 
constitutif obtenue avec le promoteur 35S. 

b) Promoteurs de gdnes de protdines PR : 
Promoteur PMs PR10-1 

Comme le montre le tableau 2, ce promoteur est 
10 bien inductible par l'attaque par un pathogene. A 24 
heures, la reaction de type HR n'est pas encore entierement 
d6velopp6e (48 heures pour 1« exposition complete), 
cependant, le test GUS est deja positif. Avec les jeunes 
plants de tabac transformSs obtenus, la coloration est 
15 faible et produite ma joritairement dans le limbe de la 
f euille infiltree * 

En r6ponse syst6mique, r6ponse au niveau de la 
feuille infSrieure & la feuille infect6e, la coloration est 
uniquement dans le limbe. Les plants de tabac adultes 
20 (tiges d6velopp6es mais n'ayant pas encore fleuries) et 
juveniles (en rosette) ont le meme type de r£ponse avec une 
activity faible du gene grus, d6termin6e par le test 
histochimique . 

Pour les tabacs plus Sg6s, en fleur ou portant 
25 des graines, la coloration obtenue lors du test est plus 
iktense, surtout dans les nervures et les trichomes de la 
feuille infect6e et uniquement dans ces tissus pour la 
r6ponse syst6mique . 

Des differences d' expression du gene rapporteur 
30 sont done mises en Evidence selon 1 ' Sge de la plante . Cette 
r^ponse, d£pendante du stade de d£veloppement de la plante, 
a 6t6 trouv§e dans la plupart des Etudes menses sur les 
prot£ines PR des v6g6taux. L 1 induction du promoteur PMs 
PR10-1 est un ph6nomene transitoire puisque 1' expression du 
35 gene rapporteur n'est plus visible 96 heures apres 
1 1 inoculation par les bact§ries . 



WO 99/41392 



29 



PCT/FR99/00316 



L 1 induction n'est pas non plus limit6e a la 
reaction de type HR obtenue lors de 1 ■ interact ion 
plante/bact6rie . Le meme type de r6ponse a 6t6 obtenu avec 
la construction PMs PR10-l-gus intron lors d'une infection 
de 1 1 un des explants par un champignon. Une expression 
homog^ne du gdne grus a alors 6t6 visible sur 1 1 ensemble de 
la feuille infect6e, hormis la zone de contamination qui, 
elle, s'est n6cros6e. 

Tableau 2 : Induction des dif f erents promoteurs Studies 
lors de la reaction de type HR entre N. bejjthamiana et P. 
syrlngae . 



Construction 


24h acres inoculation 


96h aorSs inoculat . 


Feuille Feuille 
infiltree inf6rieure 


feuille infiltree 
reaction type HR 


PMs PR10-1 


6/7 


6/7 


0/3 


pG3-3 OSS) 


3/3 


3/3 


2/2 



L6aende du tableau 2 : 

Les r6sultats sont pr6sent£s en nombre de plantes rfepondant 
positivement au test histochimique GUS par rapport au 
nombre de plantes analysSes . 

B) Expression quantitative du gene grus intron sous 
controle des diff6rents promoteurs 

La m§thode est bas6e sur un test enzymatique. 
Elle utilise : 

a) un extrait brut de 1 1 enzyme cod6e par le gene gus 

obtenu a partir des plants de tabac transform6s, et 

b) un substrat, le p nitroph£nyl glucuronide . La 
vitesse d'hydrolyse du substrat est suivie au 
spectrophotometre et est rapport£e a la quantity totale de 
proteines de 1 ' extrait La methode necessite par contre la 
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presence d'un promoteur fort, en amont du gene gus, car 
elle est peu sensible. 

En consequence, elle n'a pas 6t£ appliqu6e aux 
essais pour lesquels 12 heures ou plus d* incubation avec le 
5 substrat, utilise pour le test histochimique (X glue : 5- 
bromo - 4 - chloro - 3 - indolyl - p glucuronide) , ont 6t€ 
nfecessaires . 

Dans ces conditions exp6rimentales , le promoteur 
35S, plac6 dans le plasmide pG3-3, a donn§ une vitesse 
10 d'hydrolyse du substrat (exprim£e en unit£ arbitraire) 5 
fois plus 61evee que le promoteur PMs PR10-IL, plac£ quant a 
lui dans le plasmide pPR97. Par contre, le promoteur PMs 
PR10-1 a donnS une plus forte expression du gene gus que le 
promoteur 35S, si celui-ci est plac£ dans le plasmide p35S- 
15 gus intron . En effet, dans ce dernier cas , aucune detection 
d'hydrolyse du substrat n'a €t& obtenue . 

De meme, les autres constructions n'ont pas 
permis de donner de valeurs d6tectables au epectro- 
photom&tre . 

20 

Example 5 

Isolement de l'ADN correspondant a un gene de stilbene 
synthase et expression de la stilbene synthase 

Deux m^thodes ont 6t€ utilis€es pour obtenir un 

25 gene codant pour une stilbene synthase de vigne. p'une 
part, les donn^es de la literature (WIESE et al . , 1994) 
ont permis de connaitre la sequence d'un gene. D' autre 
part, un insert g6nomique de 13 kb environ a 6t<§ fourni par 
BAYER AG ( Agrochemical Division Research / Biotechnology - 

30 Pf lanzenschutzzentrum, MONHEIM, D-51368 LEVERKUSSEN) . II 
est precis^ que la soci6t§ BAYER a d§pos£ aupres du 
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) , en Allemagne, 
des souches d'E. coli contenant des plasmides portant des 
genes de stilbene synthase de vigne (cf. EP-464 461) : la 

35 souche E. coli Fier 1 pVst 1 (DSM 6002, dfiposee le 18 Juin 
1990), la souche E. coli Fier 2 pVst 2 (DSM 6003, deposee 



WO 99/41392 PCT/FR99/00316 

31 



le 18 Juin 1990) , et la souche E. aoli Fier pVst 1 2 t 3 
(DSM 6346, d6pos6e le 11 FSvrier 1991). BAYER a 6galement 
d€pos£ la souche E. coli Nurdug 2010 (DSM 4243, d6pos6e le 
17 Septembre 1997) qui contient le plasmide pGS 828.1 qui 
5 porte un gdne de stilbene synthase d'arachide (cf. EP-309 
862). L ' insert utilise pour r6aliser les travaux rapport^s 
ci-apres correspond en fait & un clone g^nomique complexe 
comprenant deux sequences completes f onctionnelles de gdnes 
de stilbene synthase (genes vstl et vst2) et une sequence 

10 incomplete vst3 . Par la suite, la sequence du gene vstl a 
6t6 sfilectionnee pour etre incorpor^e aux constructions 
r6alis6es. Elle correspond & un fragment g6nomique de 4,9 
kb (sequence f onctionnelle dont le promoteur) qui ne 
possede pas de sites de restrictions ad6quates pour 

15 permettre un clonage direct dans les plasmides utilises 
habituellement comme vecteurs de transformation. II a done 
€t€ ajout£ des sites compl^mentaires par clonage 
interm6diaire dans un plasmide pCDNA II, 

A) Aiout de sites compl6mentaires par clonage 

20 interm6diaire dans un plasmide pCDNA II 

L.e fragment g6nomique du gdne vstl dfija indiqu§. a 
6t6 isol6, du plasmide d ! origine dans lequel il avait 6t6 
clon€, sous forme d'un fragment EcoRI/PstI (2,1 kb) et 
clone a nouveau dans un plasmide pUC19. Une fois clon€, le 

25 fragment vstl a 6t€ incorpor^ dans les memes sites 
{EcoRI/PstI) du plasmide pCDNA II pour changer les sites de 
restriction, supprimer le terminateur du gdne et permettre 
1 1 isolement d'un insert BamHI/BamHI (1,8 kb) . C'est ce 
fragment, correspondant au cadre ouvert de lecture du gene, 

30 qui a €t6 utilise pour faire les constructions avec les 
diff6rents promoteurs dont ceux isol6s de la banque 
g6nomique de luzerne (cf . Figure 4) . Cet insert a par la 
suite 6t£ clon6 dans pBIN 19 apres verification par 
Southern blot des tailles des differents fragments obtenus 

35 apres digestion par les enzymes de restriction adequates . 
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B) Etude de 1' expression du gene vstl 

Pour verifier 1' expression des gdnes codant pour 
la stilbene synthase dans les plants de vigne, une sonde 
(1,8 kb) , comprenant le g£ne vstl, a 6t£ pr6par€e a partir 
5 du plasmide pCDNA II multipli6 dans la bact^rie E. coli HB 
101. La sonde a 6t£ ensuite biotinyl^e par random priming, 
avec le kit Polar Plex (Plex chemiluminescent kits, 
Millipore) , pour permettre une detection des gdnes ou des 
transcrits codant pour une stilbene synthase par chimio- 
10 luminescence sur des Southern et Northern blots, r6alis£s a 
partir d'acides nucl£iques extraits de plants de vigne 
temoins ou transform^s. 

1) Utilisation de la sonde vstl pour l 1 analyse d'ADN 
g^nomique extrait de vigne 4 IB (Hybride V. vinifera 
15 Chasselas x V. berlandieri ; porte greffe) 

Des analyses par Southern blot ont 6t6 r6alis6es 
aprds extraction d'ADN g£nomique puis digestion de celui-ci 
par EcoRI. La sonde vstl a permis d'obtenir un grand nombre 
de bandes (environ 15) . Celles-ci correspondent en fait & 
20 des fragments contenant des sequences codant pour une 
stilbene synthase qui constituent une famille mult ig£nique 
(6 a 8 genes selon WIESE et al . , 1994). Parmi ceux-ci, 
vstl, vst2 et vst3 sont fortement homologues entre eux. En 
outre d'autres genes peuvent etre reconnus par cette sonde, 
25 notamment ceux correspondant a la famille multigenique dk 
la chalcone synthetase. Les deux enzymes sont en effet de 
meme stucture et de meme taille (dimeres de sous unit§ de 
41 a 44 kb) . Elles utilisent aussi le meme substrat et leur 
sequence d'acides amines pr6eente un fort taux d'homologie, 
30 au moins au niveau du site actif . 

Pour verifier si une telle hybridation croisfie 
6tait possible, 1 1 ADN de deux plasmides a 6t6 extrait. 
L'un, pCDNA II, contenait le gdne vstl, et 1* autre, pPCV 
002, un gene de chalcone synthase de Rosier, disponible au 
35 laboratoire. Une sonde biotinyl^e correspondant au gene de 
chalcone synthase de RQsier a aussi 6te preparee . Les 
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Southern blots obtenus, en r6alisant les hybridations 
crois€es, ont montr6 que la sonde vstl reconnaissai t 
ef f ectivement le fragment de chalcone synthase de Rosier et 
inversement . Les signaux €mis sont alors plus faibles dans 
5 ce cas d 1 hybridation croiste. 

2) Dosage du resv6ratrol & partir de feuilles de 
plantes de vigne 

Le materiel v6g6tal frais, feuilles ou tiges, est 
reduit en poudre dans un mortier contenant de l f azote 

10 liquide et les composes apolaires sont extraits par le 
methanol (1 ml pour 100 mg de matiere fraiche : m.f.). 

Apres centrif ugation pour eliminer les debris, 
l'extrait mtthanolique est filtre sur filtre 0,45 /im puis 
evapore a sec sous azote. Le residu est repris dans le 

15 methanol pur (100 /xl / 100 mg m.f.). Afin d'61iminer les 
pigments (chlorophylles notamment), 1 * 6chantillon est pass6 
ensuite sur une colonne C18 (Sep-pack WATERS) , 
prtalablement 6quilibr6e au methanol. L' analyse qualitative 
et quantitative des extraits est r6alis6e par CL.H.P. 

20 (Chromatographic Liquide Haute Pression) sur une CL.H.P. 
WATERS (Modele 600 E) , couplte a un dttecteur a barrette de 
diodes (Modele 990. WATERS). Le support de chromatographie 
est compose d'une colonne C18 phase inverse (ultra base 
C18, 205 x 4 ,6 mm, 5 fim ; Shandon) . L f analyse des composes 

25 de 1 1 extrait est effectu6e en conditions isocratiques , la 
phase mobile 6tant constitute d'un melange ac6tonitrile-eau 
35/65, V/V avec un dtbit de 1 ml.min" 1 . 

Un spectre d' absorption est realise toutes les 
deux secondes entre 200 et 400 nm et le resv6ratrol est 
30 d6tect6 a son maximum d' adsorption a 305 nm. 

La quantification du resvtratrol est r6alis£e par 
6talonnage externe a partir d'une droite ttalon, obtenue 
par chromatographie de solutions 3. 5, 10, 20, 50 et 
100 /xg.ml -1 , r6alis6es a partir de resv^ratrol. du commerce 

35 (Sigma). La concentration en resv6ratrol, mesurfee a partir 
de 1 1 aire du pic correspondant a la molecule, est rapportee 
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a l'unit6 de masse de m. f. ou de m. s. (matiere seche) ou 
de masse de chlorophylle de 1 ' 6chant illon dos6 . 

Exemple 6 

5 Constructions decide nuclfiiaue associant le gene codant 
pour une stilbSne synthase de vicme a differents promoteura 

1) Constructions utilisant des promoteurs constitutifs 

Deux promoteurs apparent^s ont 6t6 utilises pour 
r^aliser les constructions gfinetiques devant permettre une 
10 expression constitutive. 

Dans la premiere construction, l'ADN de stilbene 
synthase de vigne (vstl) a et£ place sous controle d ' une 
sequence de regulation constitute par une cassette 
contenant deux promoteurs 3 5S du CaMV montes en serie (dans 
15 la meme orientation) . A la fin de la sequence codante du 
gene vstl on a aussi ajoute une sequence de polyad6nylation 
du 35S. La construction chim6rique ainsi r£alis6e peut done 
se r6sumer ainsi : p35S (CaMV) - p35S (CaMV) - vstl - poly 
A 35S (CaMV) . 

20 Dans la deuxi£me construction, la sequence 

codante vstl a 6t6 plac6e sous le controle de quatre 
sequences « enhancer » isol6es du promoteur 3 5S du CaMV et, 
monttes en sSrie devant le promoteur CaMV 3 5S et la propre 
sequence « enhancer » du promoteur du gene de vigne (vstl) 

25 Les deux sfeqyences chim6riques ainsi r6alis£es ont 6t6 
d'abord ins€r£es dans le plasmide PMP 90RK puis les 
plasmides ont 6t£ incorporfis par la suite dans la souche 
d 1 agrobacttries GV3101. 

Ces deux sequences de regulation sont consid6r6es 

30 comme des promoteurs constitutifs « forts » . 

2) Construction homologue utilisant 1* insert de 13 kb 
(g&nes vst sous controle de leurs propres promoteurs) 

Le fragment d' environ 13 kb d'ADN g6nomique de 
vigne a 6t6 d6crit ci-dessus. II comprend notamment 2 genes 
35 fonctionnels (vstl et vst2) codant pour des enzymes 
stilbene synthases et un gene (vst3) incomplet (non 
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fonctionnel) . Cette sequence vigne a 6t6 co-int6gr6e a un 
plasmide pGV3850 qui a ensuite 6t6 introduit dans une 
souche d ' agrobact§ries . Elle correspond done a des cadres 
ouverts de lecture de gdnes vst (stilbdne synthase de 
vigne) sous controle de leurs propres promoteurs ♦ 

Plusieurs series de plantes 41B, transform6es par 
le plasmide comportant le fragment de 13 kb, ont 6t6 
obtenues et ont 6t6 6tudi6es et analysees par Southern blot 
en utilisant 3 sondes diff6rentes (sonde de 1,8 kb du g£ne 
nptll ; de 2,4 kb du gene de resistance a 1 1 ampicilline et 
de 1 kb de la bordure gauche du plasmide pBIN 19 comprenant 
la sequence de fin d 1 integration du TDNA) . La majority des 
plantes retenues a reagi a l'une ou 1 1 autre de ces sondes. 
Ces clones ont 6t6 num6rot£s selon un code : 55 pour la 
construction et 2, 3, 5, 6, 7, 9 pour les diff£rents 
transf ormants obtenus . 

3) Constructions utilisant le promoteur induct ible PMs 
PR- 10-1 

La construction comprenant le promoteur PMs PR- 
10-1, isol6 a partir des clones g6nomiques PR de luzerne, a 
6t6 r6alis6e (cf. Figure 5). 

Construction du plasmide pBin 19 - PMs PR-10- 1 - gene vstl- 

Terminateur 3 5S 

Le promoteur PMs PR10-1 isol£ de la luzerne et le 
g£ ne vstl comportant chacun un codon ATG initiateur de la 
traduction, un adaptateur a €t€ r£alis6 pour doner le gene 
vstl sans ATG suppl6mentaire dans la construction. Cet 
adaptateur a 6t6 synth6tise sous la forme de deux oligo- 
nucl6otides de 11 bp chacun, 1 1 un Bam HI compatible, 
1* autre Mun I compatible. L 1 adaptateur a ensuite 6t€ 
incorpor§ au site Mun J du gene vstl clon6 dans le plasmide 
pUC19. L 1 insert a alors 6t€ r§cup6r6 par une digestion Earn 
HI, puis clon6 dans pBIN 19 entre le promoteur PMs PR10-1 
et le terminateur 35S. L ' insertion du gene vstl avec son 
adaptateur s'est done situ£e entre le promoteur PMs PR10-1 
et le terminateur 35S. - Dans ces conditions, 1 ' ATG du gene 



WO 99/41392 



36 



PCT/FR99/00316 



vstl a ete eiimine et 3 codons suppiementaires ont ete 
inclus dans la phase codante de vstl, en amont du gdne . II 
a ete v6rifie par sequen^age que le cadre ouvert de lecture 
du g£ne se trouvait toujours en phase avec le reste de la 
5 construction. 

Apr£s transformation des plants de 4 IB, avec 
1 ' insert comprenant entre autre la sequence chim6rique : 
promoteur PMs PR10-l-gene vstl terminateur 35S, les 
transformants ont ete analyses par Southern blot, en 

10 utilisant la sonde nptll d6j£ decrite. Neanmoins, 
1 'integration complete ne peut etre demorLtree pleinement 
par cette m§thode et surtout par cette sonde, puisque dans 
le systeme d* Agrobacterium il est admis que 1' insertion 
dans le genome de la plante commence a la bordure droite 

15 pour se terminer a celle de gauche. Le gene nptll etant 
situe, dans la construction utilis£e, pr^s de la bordure 
droite, une integration partielle, gSne nptll ins6r6 mais 
blocage ulterieur de 1 1 integration avant la bordure gauche, 
est done possible. Les transformants ont ete codes 145 et 

20 affect£s des num6ros 2, 5, 6 pour ceux dont les r£sultats 
sont pr£sent£s ci-dessous. 

Exemple 7 

Transformation gene ti que de la vicrae et analyse de 
25 1 ' ef f icapite des promoteurs etudies 

Comme il a ete dScrit ci-dessus (Exemple 6) , 
quatre constructions principales ont ete r£alis6es pour 
transformer le systdme modele du laboratoire porte-greffe 
41B (V. vinifera x V. berlandieri) . Ce dernier a en ef fet 

30 1 1 avantage de donner de bons r£sultats en transformation de 
suspensions cellulaires embryogenes par les agrobact6ries . 
Environ 50 transformants sont obtenus en moyenne par 
experimentation en utilisant 0,1 a 1 /zl de P.C.V. (Packed 
Cell Volume) de cellules embryogenes. De plus, la 

35 selection, le developpement des embryons transform^s et la 
regeneration en plantes sont rapides . Des plantules in 
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vitro, ayant 6 a 8 feuilles bien d6velopp6es , peuvent etre 
obtenues en deux mois de culture. 

A) Transformation g6n6tiaue du 41B avec des vecteurs 

aYSIlt Is Sine ZSJLZ gpyg controle de oromoteurs 

5 constitutife 

Deux constructions ont 6t6 test£es, 1 1 une 
comprenant le promoteur double 35S mont6 en s£rie devant le 
gene vstl et la seconde, constitute par une sequence de 
regulation compos£e de 4 sequences <r enhancer » 3 5S (CaMV) 
10 mont^es en eerie devant le promoteur 3 5S du CaMV, le tout 
situe en amont du gene vstl possSdant sa propre s6quence 
« enhancer » . Quatre series d'essais ont et6 realisees 
(deux pour chacune des constructions) afin de transformer 
les cellules embryogenes de vigne . Aucune n'a permis de 
15 rtgenerer des plantes ni meme des embryons . Dans tous les 
cas, une necrose rapide des suspensions cellulaires 
embryogenes a 6t€ obtenue apr&s les 4 8 heures de coculture 
avec les agrobact6ries . Ces constructions ne permettent 
done pas d'obtenir des plantes trans forces exprimant, de 
20 maniere constitutive, le g£ne vstl sous controle de ces 
promoteurs « forts » . Une hypothese peut etre avanc£e, 
l 1 expression de ce gene pourrait bloquer la r€g€n6ration en 
embryons par necrose rapide des cellules a potentiel 
embryogene en rSponse a la production de phytoalexines 
25 stilbtniques . 

Ces r£sultats n6gatifs, obtenus avec les 
constructions comportant des promoteurs constitutifs de 
type 35S, d6montrent 1 1 int€ret de controler une sur- 
expression du gdne vstl par un promoteur homologue ou 
30 h6t6rologue inductible notamment par un pathogene . 

Ces r^sultats obtenus sont a rapprocher de ceux 
publics par FISHER et HAIN en 1994 qui soulignent le fait 
qu'ils n'ont pas r£ussi a faire exprimer de facpon 
constitutive un gene de stilbene synthase de 1 1 arachide a 
35 un taux 61ev£ chez le tabac, en utilisant le promoteur 35S 
du CaMV . Selon ces auteurs il y aurait, avec une telle 
construction, une regulation negative de 1* expression du 
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gene en condition d'attaque de pathog&ne. Celle-ci, selon 
leur hypothese, pourrait r^sulter de la mise en place par 
la plante de m^canismes de defense, induits normalement par 
les pathog£nes (synthase de PR prolines notamment) qui 
exerceraient une inhibition eur les promoteurs viraux. 
B) Transfor mations g^ngt iaueg du 4 IB oar des vecteurs 

avant le cr6ne vstl s ous controle de promoteurs 

inductibles par des stress abiotigues et/ou biotiaues 
1) Etude de l 1 expression des g6nes vat et de leurs 
cin£tiques d' induction par U.V. sur feuilles excisees, 
isolees en survie et sur plante entiere de. vitroplants de 
vigne 4 IB temoins ou transformes par 1 ' insert de 13 kb 

II a 6t£ montr6 que la synthese de resveratrol 
(phytoalexine principale de la vigne) , produit de la 
reaction catalys£e par une enzyme stilbdne synthase, §tait 
inductible par les ultraviolets (U.V, ) , done sous 
conditions de stress abiotique (LANGCAKE et al., 1977 ; 
SBAGHI et al . , 1993). En conditions normales, la vigne ne 
synth6tise pas ou trds peu de resveratrol, par contre aprds 
induction aux U.V. (exposition de 10 minutes aux U.V. a 
254 ntn, pour une lampe dissipant 600 /iW.cm" 2 ) , suivie d ' une 

p6riode de 20 heures d' obscurity, la phyto-alexine est 
synth6tisee dans les feuilles excis6es. 
a) M6thode utilis£e 

Irradiation des feuilles : 

I 

- feuilles de vitroplants : a 254 nm pendant 13 minutes 
pour une lampe dissipant 6 00 jxW.cm" 2 , 

- feuilles isolees de vitroplants ou vitroplants : a 254 nm 
pendant 8 minutes pour une lampe dissipant 6 00 /xW.cm" 2 , 

- extraction et analyse des ARNms du materiel v6g6tal et 
estimation du resveratrol par fluorescence apres 
excitation a 365 nm a un temps donn6 aprds 1' induction. 

Chaque £chantillon est constitu£ par 3 feuilles 
isolees d'un meme plant, induites separement aux U.V. mais 
reunies pour 1' extraction et le dosage. Le test est realise 
sur des feuilles excisees, isolees de vitroplants, ou sur 
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des vitroplants en culture sur milieu g£los6, poss^dant 6 a 
7 feuilles bien d£velopp6es . Les trois feuilles les plus 
Sg6es de chaque plantule sont pr61ev6es et utilis^es pour 
le test. L 1 exposition aux U.V. est effectu^e sur leur face 
5 sup6rieure. Aprds analyse, les quantit^s de resv6ratrol 
obtenues sont exprimfies en |.tg de produit rapport6s soit au 
gramme de poids frais de feuilles analys§es, soit au gramme 
de matidre s£che (6valu6e sur le culot, aprds 
centrif ugation apres 1' extraction mSthanolique) ou en mg de 

10 resveratrol par g de chlorophylle . 

Dans les tableaux ci-dessous, sont indiquees les 
valeurs obtenues pour des clones de 41B, 55 -X, transformes 
par la construction du clone genomique de 13 kb, od sont 
presents, dans la sequence utilis6e comme insert , deux 

15 genes complets vstl et vst2, genes tous deux sous controle 
de leurs propres promoteurs . 

b) Etude de stress abiotiaue (U.V.) sur feuille 
excis£e (experience N° 1) 

Les r6sultats, correspondant £ la construction 55 

20 (insert 13 kb) et aux clones 2 (55-2) et 3 (55-3), sont 
pr6sent6s dans les tableaux 3 et 4 ci-dessous (dosage du 
resv€ratrol) et repr6sent6s par les figures 6 et 7 (analyse 
des transcrits) . L'6tude de la cin£tique d'induction par 
U.V. de 1' expression des gdnes codant pour la stilbene 

25 synthase a 6t6 r6alis6e apres une p^riode s6parant 
1 1 induction par les U.V. des analyses fix6e a 17 heures 
(cf. tableau 3 et Figure 6), ou variant de 0 , 8, 17, 24 ou 
32 heures apres induction (cf. tableau 4 et Figures 7 et 
8) . 



30 



WO 99/41392 



40 



PCT7FR99/00316 



Tableau 3 : Quantit6s de resveratrol detect^es dans les 
feuilles t6moins et transf orm^es , non induites ou 17 heures 
apres induction aux U.V. (exprim^es en /ig.g" 1 de mati&re 
f ralche) 

5 



T^moins non 
transform^ 


Clone 55-2 


Clone 55-3 


~ Non 
induit 


Induit 


Non 
induit 


Induit 


Non 
induit 


Induit 


0 


12 


0 


11 


0 


13 



L6aende du tableau 3 : Les feuilles ont 6t€ excis^es de 
vitroplants de 41B avant induction aux U.V. . Les clones 55- 
2 et 55-3 correspondent S des plantes transform6es ayant 
10 int6gr£ un insert de 13 kb contenant des gdnes codant pour 
une stilbene synthase. 

La fluorescence, observ6e dans le bleu-violet a 
environ 450 nm, est tres forte dans les nervures des 

15 feuilles excisfies et r6partie unif orm£ment sur la totality 
de la surface de la feuille. Les feuilles t^moins, non 
induites aux U.V. , ne pr6sentent pas, quant a eljLles, de 
fluorescence. Ces resultats mettent en Evidence une 
expression sp6cifique des genes codant pour des stilbene 

20 synthases. L' analyse des transcrits par Northern blot, 
r6alis6e par la sonde vstl, montre la presence d'un 
fragment d 1 environ 1,8 kb dont le signal 6mis est tres 
intense chez les feuilles induites aux U.V. alors qu'il est 
absent ou tres faible chez les plantes non induites (cf . 

25 Figure 6) . 
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Tableau 4 : Cin6tique de Involution des concentrations en 
resv6ratrol sur des feuilles de vitroplants de 41B, 
induites aux U.V. pr61ev6es sur les plants en culture sur 
milieu g61os6, puis isol6es et analysdes pour leur contenu 



en resv^ratrol 


ct diff6rentes 


p6riodes aprds 


induction . 


Temps apr&s 


Quantity de resveratrol 


induction (h) 


(en //g.g" 1 de Matiere Fraiche) 




Temoin 


PCT 55-2 


PCT 55-3 


NI 


0 


0 


0 


0 


0, 6 


0 


0 


8 


30, 8 


12, 1 


9 


17 


56 , 8 


71, 7 


47 


24 


83, 2 


81,4 


35,2 


32 


15, 5 


7,7 


151, 8 



L6gende du tableau 4 : Les resultats sont exprim6s en /xg. 
g" 1 de matiere fraiche. Deux plantes transform6es PCT 55-2 

10 et PCT 55-3 ont 6t6 analys6es en comparaison avec le 
temoin . 

NI : Non induit aux U.V. . 

Dans ces conditions, apres stress aux U.V., la 
15 quantite de resveratrol retrouvee dans les feuilles t^moins 
est maximale 24 heures apres 1* induction (de 1 ■ ordre de 
80 /xg.g* 1 m.f. pour le 41B) . Cependant , des variations 
importantes existent selon la date de 1" analyse dans le 
cycle de repiquage des vitroplants : cycle de micro- 
20 bouturage . 

Les r6sultats obtenus apres analyse par Northern 
blot, en utilisant la sonde vstl sont pr6sent6s a la Figure 
7. Au moins deux types de transcrits, de tailles trds 
proches (environ 1,8 kb) , ont 6t6 d6tect£s . Bien qu'une 
25 hybridation crois^e avec un tanscrit de chalcone synthase 
ne soit pas a exclure, les diff£rents ARNs messagers 
reconnus correspondent vraisemblablement a l 1 expression de 
differents genes de stilbene synthase. II a en effet ete 



WO 99/41392 



42 



PCT/FR99/00316 



montr6 chez la vigne (WIESE et al., 1994 ; KINDL , 
communication personnelle) que des differences existaient 
dans les cin£tiques d 1 induction des diff^rents g£nes de la 
famille multig^nique codant pour les stilb£ne synthases. 
5 L* analyse par Northern blot a mis en Evidence que 

chez les feuilles excis^es de vigne 41B, soumises ensuite 
au stress abiotique que const itue 1' exposition aux U.V., 
les transcrits de stilbene synthase pr6sentent un maximum 
d 1 expression environ 17 heures a 32 heures apres induction. 

10 Ces resultats sont comparables a ceux obtenus avec des 
cultures de cellules de vigne qui ont montr6 elles aussi le 
meme modele d' expression mais avec la presence de deux 
maxima (WIESE et al - , 1994). 

c) Etude de stress abiotique (U.V.) sur feuille isolee 

15 en survie (experience N° 2) , induction sur vitro-plants 
avant isolement des feuilles 

Le tableau 5 ci-dessous pr6sente les r6sultats 
obtenus pour une seconde s6rie de transf ormants ayant 
int£gr6 1 1 insert de 13 kb. L'6tude de la cin£tique 

20 d' induction par U.V. de 1 ' expression des g£nes codant pour 
la stilbene synthase a 6t6 r6alis6e aprls une p£riode 
s£parant l 1 induction par les U.V. des analyses variant de 
20, 4 0 ou 6 0 heures. 



25 



I 
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Tableau 5 : Concentration en resveratrol de feuilles 
isol^es de vitroplants de vigne apres induction aux ultra- 
violets et extraction £ diff6rents temps de survie. 





Temps de survie des feuilles isol^es de 
vitroplants apr&s induction aux U.V. (8mn & 
254 nm) et avant extraction du resveratrol 


Lione ecuajLc 


2 0 heures 


4 0 heures 


60 heures 


4 IB - T6moin 
non induit 


0 


0 


0 


4 IB - Temoin 
induit 




lfat> 


6 


Clone 55-2 
induit 


135 


918 


58 


Clone 55-3 
induit 


44 


931 


301 


Clone 55-5 
induit 


392 


83 


657 


Clone 55-6 
induit 


339 


235 


43 


Clone 55-7 
induit 


263 


411 


148 


Clone 55-9 
induit 


386 


823 


54 



L6aende du tableau 5 : 

Les concentrations en resveratrol sont exprim^es en jig.g" 1 
de matiere seche . 

41B porte-greffe hybride V. vinifera Chasselas x V. 
Berlandierri . 

Les r£sultats pr6sent6s dans le tableau 5 
permettent de distinguer deux groupes de plantes : 
- le premier correspond au temoin et a deux des 
transf ormants 55-6 et 55-7. lis pr6sentent en g6n6ral un 
maximum de concentration en resveratrol compris entre 280 
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et 410 Mg.g" 1 matiere seche et cela en g6n6ral 20 heures 

apres 1' induction sauf pour le clone 55-7 oil il est situ6 
a 40 heures ; 

- le second groupe pr£sente quant 3 lui des maxima plus 
5 £lev6s soit presque le double du premier (820 3 930 jag. 

g" 1 matifire s&che) . II est constitu6 uniquement de 
transf ormants (55-2, 55-3 et 55-9) . Le maximum est 
exprim6 40 heures apres 1' induction aux U.V., par contre, 
20 heures aprds induction, ces plantes ont souvent des 
10 concentrations tres inferieures a celles du premier 

groupe. C'est le cas par exemple des clones 55-2 et 55-3 
(135 et 44 ng.g" 1 de matiere seche respectivement) . L 1 un 

des clones, 55-9, est cependant interessant puisqu'il 
montre des concentrations en resv£ratrol sup£rieures a 
15 celles du t6moin dans tous les cas (386, 823 et 54 lig.g" 1 

de matidre sdche pour des temps de 20, 4 0 et 60 heures 
apres induction) . 

Dans ce systeme de feuille en survie, un t6moin 
non induit ne pr^sente jamais de resv£ratrol et dans 
20 presque tous les cas (hormis le clone 55-5 qui a un 
comportement particulier) , la concentration en resv£ratrol 
chute de maniere drastique 60 heures apres induction. 

d) Etude de stress abiotioue (U.V.) effectuee sur 
vitroplants en culture sur m|ilieu g61os6 
25 Cette 6tude, effectuee sur plante en croissance 

sur milieu g61os6, permet d' analyser la production de 
resvfiratrol en condition d 1 expression 6ventuelle d'autres 
m§canismes de defense de la plante, tout au moins ceux 
susceptibles de s 1 exprimer dans les conditions de culture 
30 in vitro. De plus, elle permet de suivre la synthese de 
resv6ratrol sur une p6riode plus longue (dans les Etudes 
pr6c£dentes, la feuille isol€e se necrose au-dela de 72 
heures) . 

Quatre clones de vitroplants en culture de 4 IB 
35 transformes (55-2, 3, 5, 6) ont et6 traites par les U.V. 
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dans les memes conditions que pr6c6demment (8 min a 
254 nm) , les feuilles n'6tant pr€lev6es sur la plante que 
20 heures aprds induction. Les resultats obtenus ont €t€ 
compares au t6moin non transform^ ainsi qu 1 & un clone de 
5 Vitis rupestriB et a 3 clones de c6page Vitis vinifera, 
connus sur le terrain pour avoir une sensibility plus ou 
moins grande aux attaques de Botrytis sur les baies. 

La literature (SBAGHI et al . , 1993) montre en 
effet qu 1 une correlation existe entre la sensibility des 
10 baies a Botrytis, 6valu6e au vignoble, et la teneur en 
resveratrol de feuilles de vitroplants induites aux U.V. . 
Les resultats sont pr6sent6s au tableau 6 ci-dessous. 

Tableau 6 : Resultats des dosages du resveratrol par 
15 H.P.L.C. r6alis6s 20 h aprSs induction 8 mn aux U.V. 254 mn 
sur diff6rentes vari6t£s de vigne . 



Vari6t6 testae 


(resveratrol ) 
fxg.g" 1 poids sec 


Rupestris 215 


351 


Porte-greffe 41B 


237 


Ugni-blanc 4 79 


209 


Pinot noir 386 


86 


Folle blanche 280 1 


37 


Pet 55-2 


361 


Pet 55-3 


235 


Pet 55-5 


115 


Pet 55-6 


539 



L6aende du tableau 6 : 
20 L 1 induction aux U.V. est r6alis6e sur des vitroplants en 
culture sur milieu g£los6 . Les feuilles sont pr61ev£es et 
extraites pour analyse 20 heures apres le traitement . 
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PCT 55-2, 3, 5, 6 - transf ormants ayant int£gr£ 1 • insert 
13 kb dans leur genome. Les r£sultats repr£sentent la 
moyenne de 3 repetitions. 

5 Ces r6sultats indiquent bien qu ' une correlation 

existe chez les vari6t£s et cfipages entre sensibility & 
Botrytls et teneur en resv£ratrol des feuilles 20 heures 
apres induction. Deux groupes sont identif iables parmi les 
varietes et c£pages non transf ormSs . Le premier, forme de 

10 V. : ruspestris, V, vinifera x V. berlandieri (41B) et Ugni- 
blanc, correspond a celles et a ceux qui sont relativement 
tolerants au champignon. Le second, constitue du Pinot noir 
et de la Folle blanche repr£sente ceux consideres comme 
moyennement tol6rants voire trSs sensibles (Folle blanche 

15 par exemple) . 

Les transf ormants ont, quant a eux, en moyenne, 
des teneurs en resv£ratrol, 20 heures apr£s induction, 
sup£rieures ou 6gales au t£moin non transf orme 41B (539, 
362 et 236 Hg.g" 1 mati&re sSche pour respect ivement les 

20 clones 55-6, 55-2 et 55-3 et 237 pour le t£moin) . 

Pour le clone transform^ 55-5 par contre, la 
concentration obtenue est la moiti6 de celle du t6moin. Si 
1 1 on compare ces valeurs, exprim^es en Jig.g" 1 de poids sec, 

a celles des feuilles isol6es (tableau 5), on s'apergoit 
25 qu'elles sont similaires pour le t6moin mais par contre que 
les variations existent pour les transf ormants analyses 20 
heures apres induction. Celles-ci sont quelquefois tres 
importantes (135 pour l f induction sur feuilles isol6es et 
362 pour induction sur vitroplants pour le clone 55-2 ; 44 
30 contre 236 pour le clone 55-3 ; 392 contre 116 pour le 
clone 55-5 et 339 contre 540 pour 55-6). De plus, une 
grande variability existe entre les diff6rentes 
repetitions. 

2) Etude comparee de 1 'expression du gene vst et de sa 
35 cinetique d 1 induction par stress biotique sur vitroplants 
de vigne 41B, transformed par 1 1 insert de 13 kb et par la 
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construction comprenant uniquement le gene vstl sous 
controle du promoteur PMs PR10-1. 

Les r6sultats ci-dessus (chapitre 1) , obtenus sur 
des vitroplants ayant int6gr£ par transformation g6n§tique 
des copies suppl6mentaires des g£nes de stilb^ne synthase 
(sous forme d'un insert de 13 kb comprenant deux sequences 
f onctionnelles vstl et vst2) , montrent qu'une surproduct ion 
de resv£ratrol, produit de la reaction catalys^e par 
1 1 enzyme stilbene synthase, est possible dans certains 
transf ormants lorsque ces genes sont sous controle de leurs 
propres promoteurs et en reponee a un stress abiotique tel 
que 1 ' irradiation par les U.V. . 

Par rapport a ces resultats, la production de 
resvSratrol sur deux types de transf ormants a ensuite et£ 
v£rifi6e, le premier repr^sentant un clone de 41B ayant 
int6gr£ 1 1 insert de 13 kb (gdnes de stilb&ne synthase vstl 
et vst2 sous controle de leurs propres promoteurs) , le 
second plusieurs clones ayant incorpor6 le g&ne vstl seul 
sous controle de la sequence de regulation de g&nes de 
defense de la luzerne PMs-PR10-l. Cette comparaison a 6t€ 
faite apres induction par un stress biotique caus6 par 
Botrytis cinerea . 

a) M6thodes utilisees 

a) Mise en Evidence de la f onqitoxicit6 de la 
molecule resv6ratrol sur Botrytis cinerea 

Les donn^es de la litt£rature sur la molecule en 
tant que fongitoxique sont contradictoires . Selon DAI 
(1994), le resv6ratrol montre bien une action inhibitrice 
sur le d£veloppement des zoospores de Plasmopora viticola 
(agent du Mildiou) . Par contre, selon PONT et PEZET (1990) 
il ne bloque pas la germination des conidies de Botrytis 
cinerea . 

L 1 action de la molecule a 6t6 6tydi6e sur la 
croissance des hyphes myceliens de Botrytis cinerea en 
culture sur un milieu Malt -Agar, comprenant une gamme de 
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dilution de resv6ratrol variant de 10* 1 M a 3,7.10~ 3 M et 
incubus a temperature ambiante 7 jours. Les r^sultats ont 
montre une action inhibitrice de la molecule (CI 50 » 500 

|.imoles . I" 1 ) , avec diminution exponentielle du diam£tre 
5 moyen de croissance du champignon pour des concentrations 
sup^rieures k 125 limoles.l" 1 . Par contre, des concen- 
trations de 37 jimoles.l" 1 n'inhibent que tres peu la 
croissance du mycelium (cf . Figure 9) . Cette inhibition est 
cependant levee progressivement apr£s 7 jours de culture 
10 dans ces conditions, par ailleurs tres favorables a la 
croissance du champignon. Au bout de 2 0 jours, le 
champignon finit par contaminer 1' ensemble de la surface de 
culture. 

3) Test de criblage de la tolerance de 

15 vitroplants de viane cL Botrvtis cinerea 

Le test mis au point a consist^ a inoculer des 
feuilles de plantules, cultiv6es in vitro sur milieu de 
microbouturage , par depot sur leur face sup^rieure de 20 /il 
d'une suspension de conidies £ 1.10" 4 conidies . ml" 1 (200 

20 conidies par depot) dans un milieu malt -glucose . Les 
plantules, ainsi inocuiees sur 4 feuilles differentes, sont 
cultiv6es ensuite en chambre climatique (photop^riode 16 h 
jour, 8h nuit ; temperature 24 °C ; humidity 70 %) . Deux 
jours apres 1 1 inoculation, les feuilles de rang 4, les plus 

25 jeunes, ont 6t£ observ6es (necroses et macerations 
pr6sentes d€nombr6es grSce a une camera relive a un 
moniteur de television) et extraites au methanol pour 
permettre de doser le resveratrol synthetise en r6ponse a 
l'attaque par Botrytis. A 5 jours, les feuilles num^ro 2 

30 ont ete preievees pour etre observ^es en microscopie a 
fluorescence . Une observation macroscopique (necroses et 
macerations sur les feuilles) et un denombrement des 
feuilles presentant des organes de fructification* du 
champignon (conidiophores) ont aussi ete realises sur les 

35 feuilles numero 3. Enfin a 9 jours, des feuilles en 
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interaction avec le champignon, pr£lev€es sur trois plantes 
dif f ^rentes , ont 6t6 extraites par le methanol pour doser 
le resv^ratrol . 

y) Inaction gle stress biotiaue par d6p6t de 

suspensi on contenant des spores de Bo trvtis cinerea sur des 
feuilles de vitroplants - test de tolerance a Botrvtis 

Ce test de confrontation directe a 6t& r6alis6 
selon la technique d£j3 d^crite (cf. paragraphe pr6c6dent) . 
II en est de meme pour les observations effectu6es. Pour 
chaque vari§t6 ou clone transforme, quatre vitroplants ont 
6te utilises et pour chacun d'entre eux .trois feuilles 
dSveloppees de rang 2, 3, 4 ont 6t6 inoculees par la 
suspension de conidies (200 conidies dans 20 |il de milieu 
malt-glucose) . Douze inoculations ont done 6t6 r6alisees 
pour chaque vari6t6 ou clone et les analyses et les 
observations suivantes ont €t€ faites : 

♦ Deux jours aprds inoculation : 

- observation des feuilles de rang 4 pour les symptomes 
foliaires (zone de maceration du champignon ou spots 
n^crotiques, const itu6s de petites zones brun noir, 
localis6es autour des spores de champignon, ou sans 
symptomes visibles) , et 

- dosage du resv6ratrol sur ces memes feuilles. 

♦ Cinq jours apres inoculation : 

- observation des feuilles de rang 3 pour les symptomes 
foliaires avec d£nombrement de celles qui portent des 
conidiophores (organes de fructification du champignon) , et 

- observation en microscopie £ fluorescence des feuilles 
de rang 2 pour localisation des zones de synthase du 
resv^ratrol . 

♦ Neuf jours apres inoculation : 

- dosage du resv£ratrol dans trois feuilles, issues de 
trois plantes diff6rentes, en interaction avec le parasite. 

Pour chaque s6rie exp£rimentale , trois c6pages de 
Vitis vinifera ayant des sensibilit6s differentes aux 
attaques de Botrytis sur les baies ont ete Studies : Folle 
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blanche (sensible) , Pinot noir (moyennement tolerant) , 
Ugni-blanc (tolerant) et le porte-greffe 41B (tolerant) 
ainsi que quatre de ses transf ormants : 1 ' un ayant ins£r§ 
des copies surnum6raires des gdnes codant pour une etilbdne 
5 synthase (insert 13 kb) , clone 55-3 et les trois autres, 
repr6sentant des transf ormants de la construction promoteur 
PMs PR10-l-gdne vatl soient les clones 145-2, 145-5 et 145- 
6 . 

k) R^sultats obtenus 
10 Les r^sultats sont pr6sent£s dans les tableaux 7 

et 8, pour les symptomes foliaires observes 2 ou 5 jours 
apres 1 1 inoculation et, dans les tableaux 9 et 10, pour les 
dosages de resv£ratrol rapportes soit au poids sec, soit & 
la teneur en chlorophylle . 

15 

Tableau 7 : Observations macroscopiques des interactions 
feuilles de vitroplants-Eotrytis cinerea. a 2 jours 



Vari6t6 testae 


Nombre de feuilles n° 4, observ6es sur 
4 plantes diff6rentes, oQ apparaissent 
les symptomes suivants 


Zones de 
maceration 


Spots 
n6crotiques 


Aucun 
symptome 
visible 


Folle blanche 280 


4| 


1 


0 


Pinot noir 3 86 


3 


4 


0 


Ugni-blanc 479 


1 


2 


1 


4 IB 


0 


4 


0 


Pet 55-3 


2 


3 


0 


Pet 145-2 


0 


3 


1 


Pet 145-5 


0 


1 


3 


Pet 145-6 


1 


1 


2 



20 
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Legende du tableau 7 : 

Zones de maceration : zone large et diffuse od 
Botrytis d^truit rapidement les cellules v6g6tales. Ce9 
zones ont une couleur beige marron clair. 

- Spots n^crotiques : zones tr&s petites circonscri tes 
autour du champignon. Ces spots sont de couleur brun-noir. 

Tableau 8 : Observations macroscopiques des interactions 
feuilles de vitroplants-Bo trytie cinerea. 3. 5 jours 



Vari£te testee 


Nombre de feuilles n° 3, observees sur 
4 plantes difffirentes, od apparaissent 
les symptomes suivants 


Zones de 
maceration 


Spots 
n£crotiques 


Aucun 
symptome 
visible 


Folle blanche 280 


4 


0 


4 


Pinot noir 386 


3 


1 


2,5 


Ugni-blanc 4 79 


2 


1 


0,5 


41B 


1,5 


2 


0,5 


Pet 55-3 


2 


2 


1 


Pet 145-2 


1,5 


2 


1 


Pet 145-5 


0,5 


4 


0 


Pet 145-6 


3 


2 


1 



Legende du tableau 8 : 

Zones de mac6ration : zone large et diffuse oOl 
Botrytis d§truit rapidement les cellules v6g6tales. Ces 
zones ont une couleur beige marron clair. 

- Spots n£crotiques : zones tres petites circonscrites 
autour du champignon. Ces spots sont de couleur brun-noir. 
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Tableau 9 : Rgsultats des dosages du resv^ratrol p 
H.P.L.C. sur diff£rentes vari6t£s de vigne en interacti 
avec Botrytis cinerea depuis 2 jours 



Vari6t6 
testae 


resv£rat . mg.g" 1 
chloroph . 


resverat . j.ig.g" 1 
poids sec 


Folle B280 


5,1 


101 


Pinot N3 86 


4,3 


102 


Ugni B479 


3,9 


86 


Porte-g41B 


5,7 


112 


Pet 55-3 


4,6 


118 


Pet 145-2 


6,9 


170 


Pet 145-5 


2,2 


83 


Pet 145-6 


4,3 


107 



L£aende du tableau 9 : 

- resverat . : resvgratrol ; chloroph. : chlorophylle 
Folle B 280 : Folle blanche 280 ; Pinot N 386 : Pinot noir 
386 ; Ugni B 479 : Ugni-blanc 479 ; Porte-g41 B : Porte- 
greffe 41B. 



Tableau 10 : R6sultats des dosages du resv6ratrol par 
H.P.L.C. sur diff6rentes vari6t6s de vigne en interaction 
avec Botrytis cinerea depuis 9 jours I 



Vari6t§ testae 


resv6ratrol mg . g" 1 
chlorophylle 


resv^ratrol fig . g" 1 
poids sec 


Folle blanche 280 


4,0 


38 


Ugni-blanc 479 


31, 7 


145 


Porte-greffe 41B 


11,9 


59 


Pet 145-5 


602 , 1 


2558 
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♦ Deux jours apres inoculation : 

L * observation a port6 sur les feuilles les plus 
jeunes (rang 4). Dans presque tous les cas, hormis le 41B 
et les clones 145-2 et 145-5, des zones de maceration ont 
5 £t£ observ6es (colonisation du champignon) . Les c6pages 
sensibles en ont pr6sent£ plus que les c6pages tol6rants : 
Folle blanche et Pinot noir respectivement 4 et 3 zones 
contre 1 seulement pour le cepage Ugni-blanc. Seuls les 
transf ormants 145 (promoteur PMs PR10-l-gSne vstl) et 
10 I'Ugni-blanc ont donne des feuilles sans symptomes 
visibles. Les zones n^crotiques, reaction de defense de la 
plante, sont apparues principalement sur le 41B et ses 
transf ormants et, pour les c6pages, sur Pinot noir et Ugni- 
blanc . 

15 Si 1 1 on compare ces observations aux dosages de 

resv^ratrol (tableau 9) , aucune correlation ne peut etre 
6tablie puisque, ramen6es au poids sec, les teneurs en 
resv6ratrol de ces feuilles sont comparables avec environ 
100 ^ig.g" 1 de matiSre s&che . Elles s 1 £tablissent pour 

20 1' ensemble des vitroplants examines £ des valeurs comprises 
entre 4 et 5 mg.g" 1 chlorophylle . 

Seuls le porte-greffe 41B et surtout le 
transf ormant 145-2 ont des valeurs sup€rieures. Le clone 
145-5 quant a lui a une valeur plus faible (de moitie 
25 environ) . 1 

Une comparaison peut aussi etre 6tablie avec les 
teneurs en resv6ratrol obtenues pr6c6demment 20 heures 
apres induction des vitroplants aux U.V. (tableau 6) . Bien 
que la p6riode de pr61£vement ne soit pas comparable (20 
30 heures pour le stress abiotique contre 48 heures pour les 
stress biotiques, mais il faut prendre en compte le temps 
n6cessaire a la germination des spores) , on constate en 
general des teneurs plus faibles en resvferatrol apres un 
stress biotique (de moitie ou du tiers, cas de l'Ugni- 
35 blanc) , sauf pour le Pinot noir o0l elle est comparable et 
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pour la Folle blanche oil elle est environ trois fois plus 
forte . 

Dans tous les echantillons analyses, on peut 
souligner une forte dispersion des valeurs obtenues dans 
5 les diffSrentes repetitions effectu£es. Cette variability 
entre diff^rentes feuilles d'un meme plant, d§j& observ^e 
avec les echantillons ayant eubi les inductions aux U«V. , 
pourrait, la aussi, avoir plusieurs origines . Parmi les 
hypotheses les plus plausibles, on peut citer : 
10 Une grande variability de reaction entre 

vitroplants d'un meme clone face a 1* agression du 
champignon. Les symptomes foliaires variables, obtenus 
apres inoculation par les spores de Botrytis semblent le 
confirmer (variability dans 1' infection, dans l*etat 
15 physiologique de chaque plante, etc.). 

Le dosage, effectue sur la feuille entidre, n'est 
pas repr£sentatif des variations de synthase du resv£ratrol 
existant au niveau de chaque cellule qui la compose. II 
est, en effet, gyn£ralement' admis que, dans les reactions 
20 d ' hypersensibilite & un parasite, toutes les cellules du 
limbe ne synthetisent pas les molecules de defense. Seules 
sont induites a la synthese de phytoalexines les cellules 
situ£es prds des zones d'attaque du champignon. Les 
analyses, r^alis^es dans ce test, ne representent done que 
25 des valeurs correspondant a un taux moyen de resv£ratrol 
present ' dans le limbe des feuilles en interaction avec le 
parasite. Un ph6nomene de dilution important peut done se 
produire, notamment pour les plantes r£sistantes, entre les 
concentrations pr£sentes dans les cellules induites a la 
30 synthese de la phytoalexine et la valeur trouv£e lors de 
1' analyse de la feuille enti&re. Ceci est sans doute plus 
marque dans la premiere p£riode d' expression des reactions 
de defense de la plante. 
♦ Cinq jours apres 1 1 inoculation : 

35 Les observations des symptomes montrent (planches 

photos n° 1 et 2 (Figures 10 et 11) et tableau 8) que des 
zones de maceration sont- f orm6es , en plus ou moins grand 
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nombre, chez tous les c£pages, porte-greffe et 
transf ormants 6tudi6s. Celles-ci sont souvent associ^es a 
la presence de conidiophores (organes de fructification du 
champignon) . Parmi les c6pages et le porte-greffe 4 IB 
5 t£moin, la Folle blanche, espdce la plus sensible 3 
Botrytie , prSsente des attaques sur toutes les feuilles 
6tudi6es et aussi des conidiophores. Si l'on etablit une 
hi£rarchie dans la gravity des symptomes viennent ensuite 
le Pinot noir, puis l'Ugni-blanc et enfin le 4 IB. 
10 Cependant, pour ces deux derniers, les conidiophores ne 
sont d6velopp6s que sur une demi-f euille seulement. En ce 
qui concerne les clones transf ormants , trois clones ont 
donn£ des reactions plus ou moins similaires : 55-3, 145-2 
et 145-6. Seul le clone 145-5 a pr£sent6 une bonne 
15 tolerance au parasite, puisqu'une demi-f euille seulement a 
permis le d£veloppement d'une zone de maceration et aucun 
conidiophore n'est visible. 

Par contre, pour ce clone, la majority des 
feuilles a r€agi £ l f agression en formant des zones 
20 n6crotiques. Un exemple est d'ailleurs pr6sent£ sur la 
planche photo 2 (Figure 11) . 

Pour verifier si ces r6sultats correspondaient 
bien a des differences notables dans 1' induction de la 
synthese du resv6ratrol et done a 1 1 expression de gene(s) 
25 codant pour une stylbene synthase, des feuilles, inocul£es 
par les spores de Botrytie, ont 6t6 observ6es en 
microscopie & fluorescence (6quip6 du filtre A : filtre 
excitation de 340 £ 380 nm ; filtre d 1 arret a 425 nm) . Dans 
ces conditions, la chlorophylle fluoresce en rouge, le 
30 resv6ratrol en blanc bleut£ ou bleu plus fonc£ selon sa 
concentration. Deux c6pages, Folle blanche (sensible) et 
Pinot noir (moyennement tolerant) , le porte-greffe 41B 
(tol6rant) et un de ses transf ormants 145-5 (construction 
Promoteur PMs PR10-l-gene vstl) ont 6te 6tudi£s par cette 
35 m£thode. Les photographies de ces observations sont 
presentees planche photo 3 (Figure 12) . Des differences 
remarquables sont vis'ibles . Sur la Folle blanche, le 
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mycelium du parasite (en noir sur la photo) s'est d^veloppe 
et a colonist les tissus. Prat iquement aucune cellule 
bleutee n'est observable. Sur le c^page Pinot noir on note 
une zone bleutee formant barridre autour et dans la zone 
5 d • inoculation et de debut de colonisation du champignon. La 
croissance du mycelium est ralentie voire bloqu^e par cette 
barridre, meme si un processus de maceration des tissus a 
deja ete engage. Une coloration bleue plus intense existe 
aussi dans les nervures . Sur le porte-greffe 41B temoin, 

10 dans la zone etudiee, des cellules ^parses, r^parties dans 
tout le limbe, montrent une fluorescence bleue claire avec 
une intensite plus grande dans les nervures. Aucun 
processus de colonisation du champignon n'a ete engage et 
des zones necrotiques eparses, Untitles & quelques 

15 cellules, sont visibles. Sur le 4 IB transforme par la 
construction promoteur PMs PR10-l-gene vstl, les r^sultats 
sont spectaculaires pour le clone 145-5. Un debut de 
colonisation des tissus par le champignon a ete engage 
(zone noire) maie, tr&s vite, une barri&re cellulaire, 

20 synthetisant du resv£ratrol, s'est form6e autour de cette 
zone, bloquant ainsi son extension. Dans la zone de 
maceration du champignon des cellules bleues sont encore 
visibles. En outre, une grande partie des cellules du limbe 
de la feuille qui ne sont pas en contact avec le 

25 champignon, ont synthetis6, elles aussi, du resv^ratrol. 
Les nervures aussi pr^sentent une intense coloration bleue. 

Ces observations mettent en evidence qu ! il existe 
done une correlation entre 1' intensite des symptomes 
foliaires, developp6s aprds inoculation de vitroplants par 

30 des spores de Botrytie t et la teneur en phytoalexine de 
type stilbenique des f euilles . Les plantes les plus 
toierantes sont cellee qui presentent une synthase de 
resveratrol repartie sur une grande partie du limbe. Ceci 
est realise avec le transformant 145-5, comportant un gene 

35 codant pour une stilb&ne synthase sous controle du 
promoteur PMs PR10-1, isoie de la luzerne . 
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♦ Neuf jours apres inoculation : 

Les observations des symptomes ont montre que les 
vitroplants de Folle blanche etaient aussi dans ce test 
particulidrement sensibles aux attaques de Botrytis . A neuf 
jours, ils sont tous envahis par le champignon et ont, dans 
la plupart des cas, une forte degradation de leur 
chlorophylle . En ce qui concerne le c6page Ugni-blanc et le 
porte-greffe 41B, aucune difference n'a pu etre constatee 
dans 1' expression des symptomes foliaires. D'une manidre 
generale, les r6sultats des observations des symptomes 
effectu6es a cinq jours sont retrouv6s en un peu plus 
developp6s pour les zones de maceration. Par contre, les 
feuilles qui pr£sentaient des conidiophores se sont 
n£crosees dans la plupart des cas. 

4 vari6t£s ont 6te analys£es pour leur teneur en 
resveratrol : la Folle blanche (sensible), l 1 Ugni-blanc 
(tolerant) , le 41B (tolerant) et le 145-5 (41B transform^ 
Promoteur PMs PRlO-l-gSne vstl) . Pour le 145-5, neuf jours 
apres inoculation, il. ne pr6sentait toujours pas de 
symptomes notables d'attaque par Botrytis . Les r6sultats 
des analyses de teneur en resveratrol sont presentes 
tableau 10. Exprimees en |^g de resveratrol . g" 1 de poids sec 
ou en mg.g' 1 de chlorophylle, les concentrations de 

resveratrol permettent le classement suivant des varietes, 
en allant de la plus faible valeur vers la pUus forte : 
Folle blanche < 41 B < Ugni-blanc < 41B transforms 145-5. 

Les differences de concentration sont tres 
importantes, puisque le transformant 14 5-5 a une valeur 
pres de 43 fois supSrieure a celle du 41B tfimoin (en g" 1 de 
poids sec) et de 50 fois sup6rieure si elle est exprimee en 
g" 1 de chlorophylle- Les dosages confirment done bien les 
evaluations effectuees en microscopie sl fluorescence a cinq 
jours (voir planche photo 3, figure 12). 

En ce qui concerne 1' Ugni-blanc et le 41B, le 
tableau 10 montre que le premier a environ 3 fois plus de 
resveratrol que le second, quelles que soient les unites 
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choisies. Pourtant, ces deux vari6t£s r6agissent de manidre 
identique en terme de symptomes foliaires. D'autres 
ph6nomdnes que la synthase de resv6ratrol peuvent §tre mis 
en jeu pour expliquer cette similitude de tolerance. II 
5 faut noter aussi que dans les conditions du test, la 
confrontation plante-Botrytis est particulidrement 
favorable & ce dernier. Les conditions d ' environnement 
existant dans un conteneur in vitro font qu ■ apre6 20 jours 
de culture environ, tous les vitroplants quels qu'ils 

10 soient, sont infect^s par le champignon. 

c) Conclusions sur la transformation crenetiaue de la 
vione et 1' analyse de l'efficacitg des promoteurs 6tudi6s 

Les experiences sur cellules embryogenes de 4 IB 
(porte-gref f e hybride V. Vinifera x V. Berlandieri) 

15 trans formees par Agrrobacteriuin tumefaciens comprenant les 
diff^rentes constructions, n'ont pas permis de r6g€n6rer 
des plantes avec les constructions qui comportaient le gdne 
vstl sous controle du promoteur 3 5S ou de ses d6riv6s. 
Aucune activity constitutive forte sur l 1 ensemble de la 

20 plante n'a done pu §tre obtenue . 

Par contre, des plants de vigne ayant incorpor^ 
les constructions PMs PR10-l-gene vstl et insert 13 kb 
(genes vstl et vst2 sous controle de leurs propres 
promoteurs) ont 6t6 obtenus . Ces plantes, transform^es 

25 g6n6ti<jjuement , ont pu etre compares au t6moin (41B non 
transform^) et multiplies par micropropagation . 

Compar6es aux t€moins non transform£s, peu de 
differences ont pu etre constat6es sous stress U.V. (stress 
biotique) dans les concentrations en resv6ratrol des 

30 diff€rents transf ormants obtenus avec 1 * insert de 13 kb, oil 
sont presents dans la sequence utilis^e comme insert deux 
genes vstl et vst2, genes tous deux sous controle de leurs 
propres promoteurs . 

Par contre, les r£sultats montrent que la 

35 construction chim^rique PMs PR10-l-gene vstl permet une 
surexpression de la phytoalexine resveratrol (produit de la 
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reaction catalys^e par une stilbene synthase) , en presence 
d'un stress biotique caus§ par Botrytis cinerea de 1 ' ordre 
de 50 fois plus, 9 jours aprds infection. Ce9 plantes 
montrent alors une meilleure tolerance si on les compare 
5 soit au t6moin, soit £ des transf ormants obtenus avec 
1 ' insert 13 kb. 

Ainsi, la transformation avec la construction 
associant le promoteur inductible PMs PR10-1 de luzerne 
avec les gdnes de stilbdne synthase, permet de surexprimer 
10 dans les plants de vigne les gdnes de stilb&ne synthase en 
r6ponse a un stress comme par exemple 1'attaque d'un 
pathogene . 
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RE VEND I CAT I ONS 



1. Acide nucl6ique comprenant la sequence du 
promoteur d'une PR prot6ine de luzerne associ6e & au moins 

5 une sequence d'un gdne codant pour une stilbdne synthase. 

2. Acide nucl6ique selon la revendication 1, 
caract6ris€ en ce que le promoteur d'une PR prot6ine de la 
luzerne est un promoteur inductible dans les plantes, 

10 tissue sp^cifiques ou non, par un stress biotique ou 
abiotique . 

3. Acide nucl6ique selon 1 • une des revendications 1 
et 2, caracteris6 en ce que la sequence du promoteur d'une 

15 PR prot6ine de la luzerne est choisie dans le groupe 
comprenant : 

a) la sequence IND SI, 

b) toute sequence correspondant cL un fragment de la 
sequence IND SI et ayant effet de sequence promotrice chez 

20 les plantes . 

4 . Acide nucl6ique selon la revendication 3 , 
caract6ris6 en ce que la sequence du promoteur d'une PR 
prot6ine de la luzerne pr6sente au moins 80 % d'homologie 

25 avec la sequence IND SI . 

I 

5. Acide nuclSique selon la revendication 3, 
caract6ris6 en ce que la sequence du promoteur d'une PR 
prot^ine de la luzerne pr6sente au moins 90 % d'homologie 

30 avec la sequence IND SI. 

6. Acide nucl6ique selon la revendication 3, 
caract6ris6 en ce que la sequence du promoteur d'une PR 
prot€ine de la luzerne pr6sente au moins 95 % d'homologie 

35 avec la sequence IND SI . 
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7. Acide nucl^ique selon l'une des revendications 1 
a 6, caract6ris<§ en ce que la sequence du gene codant pour 
une stilbdne synthase est choisie parmi les g&nes isol6s & 
partir des genomes de l'arachide, de l'orchid^e, de la 
5 vigne et du pin. 



8. Acide nucl6ique eelon la revendication 7, 
caract6ris6 en ce que la sequence du gSne codant pour une 
stilb&ne synthase est la sequence d'un g&ne codant pour une 

10 stilbene synthase de vigne. 

9. Acide nucl6ique selon la revendication 8, 
caracterisS en ce que la s6quence du g£ne codant pour une 
stilbdne synthase de vigne est une sequence choisie parmi : 

15 a) le gene vstl, 

b) le gene vst2. 



10. Syst&me d' expression d'un gdne de stilbdne 
synthase chez les plantes, caract€ris6 en.ce qu'il comporte 
20 au moins un acide nucl§ique selon l'une des revendications 
1 a 9. 



11. Systeme d 1 expression d'un g&ne de stilbene 
synthase chez les plantes selon la revendication 10, 

25 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un vecteur. 

I 

12. Vecteur d' expression selon la revendication 11, 
caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un plasmide. 

30 13. Systeme d 1 expression selon l'une des 

revendications 10 a 12, caract6ris£ en ce qu'il peut etre 
trans f6r6 dans des souches d 1 AgroJbacterium. 



14. Systeme d' expression selon l'une des 
35 revendications 10 a 13, caract£ris6 en ce qu'il est 
inductible dans les plantes par un stress biotique ou 
abiotique. " '•**-'. 
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15. Systeme d 1 expression selon la revendicat ion 14, 
caract6ris6 en ce que le stress biotique est l'attaque d'un 
parasite . 

16. Systeme d* expression selon la revendication 15 , 
caract6ris£ en ce que le parasite est une bact6rie, une 
levure, un champignon ou un virus. 

17. Systdme d f expression eelon la revendication 16, 
caract€ris§ en ce que le parasite est Botrytie cinerea ou 
Plasmopora vi ticola. . 

18. Systeme d 1 expression selon la revendication 14, 
caract6ris§ en ce que le stress abiotique est une blessure 
m€canique . 

19. Systeme d' expression selon la revendication 18, 
caract£ris6 en ce que la blessure m£canique est causae par 
un insecte. 

20. Systeme d 1 expression selon la revendication 18, 
caract§ris6 en ce que la blessure m6canique est causae par 
un phenomene physique tel que le vent ou le gel . 

21. Cellule v6g6tale transform^e par un systeme ou un 
vecteur selon l'une de^ revendications 10 a 20. 

22. Cellule selon la revendication 21, caract6ris6e 
en ce qu'il s'agit de cellule de vigne. 

23. Proc6de d'obtention de cellule selon l'une des 
revendications 21 et 22, caract6ris6 en ce qu'on transforme 
une cellule v6g6tale & 1 1 aide d'un proc6d£ microbiologique 
incluant un systeme ou vecteur selon l'une des 
revendications 10 a 20 . 
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24. Proc6d£ d'obtention de plantes exprimant un gene 
de stilbdne synthase, caract6ris§ en ce qu'on transforme 
des cellules v6g£tales desdites plantes & l'aide d'un 
syst£me ou d'un vecteur selon 1 1 une des revendications 10 £ 

5 20, on s^lectionne les cellules exprimant ledit gdne et 
l'on r6g6ndre une plante & partir de ces cellules, 

25. Plante comportant un syst&me d' expression selon 
1 1 une des revendications 10 & 20. 

?0 

26. Plante comportant des cellules selon l'une des 
revendications 21 et 22. 

27. Plante obtenue par la mise en oeuvre d'un proced£ 
15 selon l'une des revendications 23 et 24. 

28. Plante selon l'une des revendications 25 a 27, 
caract6ris6e en ce qu'il s'agit d « une plante d'int^ret 
agronomique . 

20 

29. Plante selon la revendicat ion 28, caract6ris6e en 
ce qu'il s ' agit de la vigne . 
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FIGURE I: schema d'isolcmcnt du promotcur 
VMs VR 10-1 



necrose: reaction 
d'liypcrseiisibilite* UK 




partic entourant hi necrose 
'/one de reaction 



Systeme Itizernc / Pseudomonas 



selection oligonucleotides 
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extraction ARN messagers 
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sonde radioactive 
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debut accumulation 3 H ^ 
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FIGURE 1 bis : schema isolcmenl promo tour 
VMs PR 10-1 (suite) 
ADN gvnomiqiic 7 c|oncs RAlolllic|Ml . s 

Luzerne 




Dot Blot 
controlc 



liybridations 

PR 7 prolines , codecs 
par unc petite famillc mulligcniquc 



clone s<Hcctionne 
CIS 



scc|iien^age 



partic codanlc 
clone genomique CIS . 
correspond a ADNc-PR7 



B 



CIS- 6,1 kh 

E-B(g) : 2 ,4 kb - proniotcur + 5* UTR + 
partic codantc g&ne 

B-E(g) . : 3,7 kh - partic codantc - inlron 

3 1 UTR 



E 



2,4kb ^ 

deletion cn 3' >. IND SI 

+ site Ham III (ligation bout franc) 



1,5 kb 



B 



Promoteur P Ms PR 10- 
qui pcut ctrc utilise dircctcmcnt ou modifie cn 3' 



5' 



promoteur -f 39 bp 
3^ (5' UTR) + 13 bp dc 
la partic codantc 
(encadre Fig. 5) 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 



gaattcttcaaaaaaaaagttgcccttgagaaactaatacigttiaauaactaagacctictaa 
aaaaaaagttaataaactaatatgaatattctctaaacaaaaaataaaactaagaagaacac 
atctcgctcacttaccagaaaaatactttgcccagtcaaaagaagaagaatattgtgaatca 
acttgatactgatgatttttaaagctgcagatatttacgtatttagctaaaaaaatacaact 
accatatatttaattggtgt:gtct:at:tcaagtgtttaact:t:aagt:tgaggt:bt:atccttacg 
ttactaagttggagtggagaagaagactatttgcttgggaggaggaacgcccagtagaatgt 
gctattattttttatttttttgtaaggagtagagtgtgtitatgttgcctigaatiaactttnct: 
ctgtaggataacgtactagacaaataaatttggaaacacgaccctgtcaaagagcacacggt: 
aaagggggtggtatacaaaagagtgcgtcgctctattcttcaggtcatttggtttgctacag 
tttaggaaatttgggaggaaagaaataacagactgtataacgtcaaagaatgct egg t tact 
caggtggtagataagattaagtttcttgcttttgcatgggtgaaggcaaagtttgcttctct 
tccattcaattaccatgggtggcggcttagtccgtttaccatactggacataggctaagagt 
ctttcttttctcgtttttccatitacaagttctttatgtaaatactgttttgactttggtgct 
cttcccctagtacacctt:gt.gctaggaaggactattttgatttggtaatatatt:tcatttta 
acctcttaaaaaaaaatcaggaaaagaaaaagataaaggtcggaagtgttacctgattataa 
aataaatgattaaattgaaaataaagataaataactaaaatgttttctataatcaagttaag 
agatgaaatatgtaattttcccaattatatattatgtaagtttttatctatttcatatacgc 
tgttttgctttgaaatttgagtggtcttggaggagagaaaaacaaaagagaaaagaaaaatc 
aatagcagatgcaataattttgttagtccaaataataatatagttttctttaaaaataatat 
catccaaactcatacattaaaaatattattcaaatttatgtcacgtcacaatgagaaaaaat 
ggcccaacgaccttgtattacacatcatcgtcatcatcatctaaagtctaaacaatacatct 
tcttttcctataaatacaagactcaactccactcataaatcacacaggcaaacaattaacct 
cttaatagtttgttatttcacacattag 
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FIGURE 4 

GA rCCGGCTTCAATTGAGGAAATTAGAAACGCTCAACGTGCCAAGGGTCCGGCCACCATC 

CTAGCCATTGGCACAGCTACTCCCGACCACTGTGTCTACCAGTCTGATTATGCTGATTAC 
TATTTCAGAGTCACTAAGAGCGAGCACATGACTGAGTTGAAGAAGAAGTTCAATCGCATA 
Tguaagcacacatattcatgcattaattcttacattcacaacatticccatiacacatacga 
gtgtgctattaagugagggtcacctccaagtgaatgaatgtttcaagcttagagaatagc 
ttttagctaaattactttaggaaacttgaaaatcattttacaccagtaaccgacatccct 
ttcatttgattigtaagggcccgaagagctgttcctcgaatcacgtagcaticgctagctac 
aattaagaataaccttttataatttcttcaatgttaaatgcatgttgatcatcttcaaga 
atacactatatgactagtcgttggaaaactaatgtgttcatcttatctcttttacaggGT 
GACAAATCAATGATCAAGAAGCGTTACATTCATTTGACCGAAGAAATGCTTGAGGAGCAC 
CCAAACATTGGTGCTTATATGGCTCCATCTCTCAACATtACGCCAAGAGATTATCACTGC 
TGAGGTACCTAAACTTGGTAAAGAAGCAGCATTGAAGGCTCTTAAAGAATGGGGTCAACC 
AAAGTCCAAGATCACCCATtCTTGTATTTTGTAC/VACCTCCGGTGTAGAAATGCCCGGTG 
CAGATTACAAACTCGCTAATCTCTTAGGCCTTGAAACATCGGTTAGAAGGGTGATCTTGT 
ACCATCAAGGTTGCTATGCAGGTGGAACTGTCCTTCGAACTGCTAAGGATCTTGCAGAAA 
ATAACGCAGGAGCACGAGTTCTTGTGGTGTGCTCTGAGATCACTGTTGTTACATTTCGTG 
GGCCTTCCGAAGATGCTTTGGACTCTTTAGTTAGGTCAAGCCCTTTTTGGTGATGGGTCA 
GCAGCTGTGATTGTTGGATCAGATCCAGATGTCTCCATTGAACGACCCCTCTTCCAACTT 
GTTTCAGCAGCACAAACGTTTATTCCTAATTCAGCAGGTGCTATTGCGGGTAACTTACGT 
GAGGTGGGACTCACCTTTCACTTGTGGCCTAATGTGCCTACTTTGATTTCCGAGAACATA 
GAGAAATGCTTGAATCAGGCTTTTGACCCACTTGGTATTAGCGATTGGAACTCGTTATTT 
TGGATTGCTCACCCTGGTGGCCCTGCAATTCTTGATGCAGTTGAAGCAAAACTCAATTTA 
GAGAAAAAGAAACTTGAAGCAACAAGGCATGTGTTAAGTGAGTATGGTAACATGTCTAGT 
GCATGTGTCTTTGTTTATTTTGGATGAGATGAGAAAGAAATCCCTAAAGGGGGAAAAAGC 
TATCCACAGGTGACGGATTGGATTGGGGGTACTATTCGGTTTTGGGCCAGGCTTGACCAT 
TGAGACCGTTGTGCTGCATAGCGTTCCTATGGTTACAAATTGAgtggaaaacggtaagag 
aaatgatataggggacatgtcttattgtattatcagaggaggtgctacgaaagatatgta 
catgtatcttcaaagttaataattagtactcctaaatcttttattcctatcctaacattg 
agggattgtaatttagtgattgttggagggtgcagtcacgtcaggcaagtggatgaaact 
gcaagtgcttgtcattctgttatcgggggatcatccatcacactggcggccgctcgagca 

tgcat 
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FIGURE 5 



gaattcttcaaaaaaaaagttgcccttgagaaactaataagttaataaactaagacctct 

aaaaaaaaagttaataaactaatatgaatattctzctaaacaaaaaataaaactaagaaga 

atatattttgcttatttzaccagaaaaatact ttgcttagtcaaaagaagaagaatat tgt 

gaattaatttgatactgatgatttttaaagctgtagatatttacgtatttagtitaaaaaa 

atacaattattatatzatttaattggtgtgtctattcaagtgtttaacttaagttgaggtt 

tattcttatgttactaagttggagtggagaagaagactatttgcttgggaggaggaacgc 

ccagtagaatgtgttattattttttatttttttzgtaaggagtagagtgtgttatgttgct 

tgaataatttttttttgtaggataatgtattagacaaataaatttggaaacacgaccccg 

tcaaagagtacacggtaaagggggtggtatacaaaagagtgcgtcgctctattcttcagg 

tcatttggtttgctacagtttaggaaatttgggaggaaagaaataacagactgtataacg 

tcaaagaatgctcggttattcaggtggtagataagattaagtttcctgcttttgcatggg 

cgaaggcaaagtttgcttctcttccattcaattaccatgggtggcggcttagtccgttca 

ccatactggacataggctaagagtttttcttttctcgtttttccattacaagttctttat 

gtaaatactgttttgactttggtgttcttcccttagtacaccttgtgctaggaaggacta 

ttttgatttggtaatatatttcattttaacctcttaaaaaaaaatcaggaaaagaaaaag 

ataaaggtcggaagtgttacctgattataaaataaatgattaaattgaaaataaagataa 

ataactaaaatgttttctataattaagttaagagatgaaatatgtaattttcccaattat 

atattatgtaagtttttatttattttatatacgttgttttgctttgaaatttgagtggcc 

ttggaggagagaaaaacaaaagagaaaagaaaaattaatagtagatgcaataattttgtt 

agtccaaataataatatagttttctttaaaaataatatcatccaaactcatacattaaaa 

atattattcaaatttatgtcacgtcacaatgagaaaaaatggcccaacgaccttgtatta 

cacatcatcgtcatcatcatctaaagtctaaacaatacatcttcttttcctataaataca 

agactcaactcc actcataaatcaca caggcaaacaattaacttcttaatagtttgttat 

1 1 cacacattag |gggccagATGGAGj GATCCGGCTTCAATTGAGGAAATTAGAAACGCTCA 

ACGTGCCAAGGGTCCGGCCACCATCCTAGCCATTGGCACAGCTACTCCCGACCACTGTGT 

CTACCAGTCTGATTATGCTGATTACTATTTCAGAGTCACTAAGAGCGAGCACATGACTGA 

GTTGAAGAAGAAGTTCAATCGCATATgtaagtatatatattcatgcattaattcttacat 

tcacaacatttctatacatatacgagtgtgctattaagtgagggtcacctccaagtgaat 

gaatgtttcaagcttagagaatagcttttagctaaattactttaggaaacttgaaaatca 

ttttacatcagtaaccgatattcctttcatttgattgtaagggcttgaagagctgttctt 

tgaatcatgtagcattgctagctataattaagaataaccttttataatttcttcaatgtt 

aaatgcatgttgatcatcttcaagaatatactatatgactagtcgttggaaaactaatgt 

gttcatcttatttcttt t acaggGTG ACAAATCAATG ATCAAGAAGCGTTACATTCATTT 

GACCGAAGAAATGCTTGAGGAGCACCCAAACATTGGTGCTTATATGGCTCCATCTCTCAA 

CATtACGCCAAGAGATTATCACTGCTGAGGTACCTAAACTTGGTAAAGAAGCAGCATTGA 1 

AGGCTCTTAAAGAATGGGGTCAACCAAAGTCCAAGATCACCCATtCTTGTATTTTGTACA 

ACCTCCGGTGTAGAAATGCCCGGTGCAGATTAC7VAACTCGCTAATCTCTTAGGCCTTGAA 

ACATCGGTTAGAAGGGTGATCTTGTACCATCAAGGTTGCTATGCAGGTGGAACTGTCCTT 

CGAACTGCTAAGGATCTTGCAGAAAATAACGCAGGAGCACGAGTTCTTGTGGTGTGCTCT 

GAGATCACTGTTGTTACATTTCGTGGGCCTTCCGAAGATGCTTTGGACTCTTTAGTTAGG 

TCAAGCCCTTTTTGGTGATGGGTCAGCAGCTGTGATTGTTGGATCAGATCCAGATGTCTC 

CATTGAACGACCCCTCTTCCAACTTGTTTCAGCAGCACAAACGTTTATTCCTAATTCAGC 

AGGTGCTATTGCGGGTAACTTACGTGAGGTGGGACTCACCTTTCACTTGTGGCCTAATGT 

GCCTACTTTGATTTCCGAGAACATAGAGAAATGCTTGAATCAGGCTTTTGACCCACTTGG 

TATTAGCGATTGGAACTCGTTATTTTGGATTGCTCACCCTGGTGGCCCTGCAATTCTTGA 

TGCAGTTGAAGCAAAACTCAATTTAGAGAAAAAGAAACTTGAAGCAACAAGGCATGTGTT 

AAGTGAGTATGGTAACATGTCTAGTGCATGTGTCTTTGTTTATTTTGGATGAGATGAGAA 

AGAAATCCCTAAAGGGGGAAAAAGCTAtCCACAGGTGACGGATTGGATTGGGGGTACTAT 

TCGGTTTTGGGCCAGGCTTGACCATTGAGACCGTTGTGCTGCATAGCGTTCCTATGGTTA 
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FIGURE 5 (suite 1) 
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FIGURE 6 
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FIGURE 7 
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FIGURE 8 
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